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Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. 
II. Mitteilung. 
Die Purinbasen und Diaminoséuren. Ergebnisse.') 


Von 


Jakob Meisenheimer. 





(Aus den chemischen Instituten der Landwirtschaft]. Hochschule zu Berlin und 
der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21, Mirz 1921.) 








Il. Die Purinbasen. 


Das Vorkommen von Purinbasen in der Hefe ist seit 
langem bekannt. Schon Schiitzenberger’) fand, daf} bei der 
Selbstverdauung der Hefe neben vielem anderen die Purin- 
basen Hypoxanthin, Xanthin und Guanin auftreten, zu wal 
welchen sich spaiter noch Adenin®) gesellte. A. Kossel*) : 
erkannte alle diese Stoffe als Spaltprodukte des Nucleins. 
Quantitative Bestimmungen iiber die Gesamtmenge der in der 
Hefe enthaltenen Purinbasen liegen nicht vor, wohl aber sind 
solche Bestimmungen im Harn, in den menschlichen Faces, 
in Nucleinsiiuren usw. wiederholt ausgefiihrt worden. Das 
Verfahren beruht auf der Unléslichkeit der Silberverbindungen 
der Purinbasen in verdiinnten Sauren; durch diese Eigenschaft 
lassen sich die Purinbasen von allen anderen Eiweifiabbau- 
produkten abtrennen. Wir haben nach der genannten Methode °) 





> 1) Die erste Mitteilung, welche die Monaminosiuren des Hefeeiweifes 

behandelt, steht in dieser Zeitschrift Bd. 104, S. 229 (1919). 

) Ber. d. d. chem. Ges, Bd. 7, S. 192 (1874). 

8) A. Kossel, Ber. d. d. chem, Ges. Bd. 18, 8S. 79 (1885). 

4) A. Kossel, Diese Zeitschr. Bd. 3, 8.284 (1879); Bd. 4, S. 290 (1880), 

5) Wir schlossen uns an die von Fr. Kutscher (Diese Zeitschr. 
Bd. 32, S. 59 [1901]) angegebene Arbeitsweise an. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXIV. 15 
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in einer ganzen Reihe von Hefen den Purinstickstoff bestimmt. 
Natiirlich miissen vorher die Eiweifistoffe abgebaut werden; 
dazu bieten sich zwei Wege, der der Selbstverdauung und der 
der Saurehydrolyse. Die bei der Selbstverdauung untergiriger 
Brauereihefe auftretenden Eiweifspaltprodukte sind von Fr. 
Kutscher’) ziemlich ausfiihrlich untersucht worden, er iso- 
lierte von Purinbasen Adenin und Guanin. M. Schenck?) 
dehnte die Untersuchung auf Oberhefen und eine Kahmhefe 
aus, er fand indessen in den Oberhefen nur Adenin, in 
der Kahmhefe daneben etwas Hypoxanthin. — Bei unseren Ver- 
suchen zur Bestimmung der Monaminosiauren in selbstverdauter 
Hefe bekamen wir bei der Veresterung nach E. Fischer einen 
in der alkoholischen Salzsaure unléslichen Riickstand, der neben 
viel Asche und Chlorammonium auch die Purinbasen als Chlor- 
hydrate enthielt*). Wir haben in einer ganzen Reihe von Ver- 
suchen diese , Veresterungsriickstande* quantitativ im wesent- 
lichen nach dem Verfahren von M. Kriiger und A. Schitten- 
helm ‘)untersucht. Ferner haben wir den nach beendeter Selbst- 
verdauung erhaltenen Autolysesaft in saurer Lésung mit Silber- 
sulfat gefillt (Oberhefeversuch VIb und Unterhefeversuch II) 
und den Stickstoffgehalt des Niederschlags bestimmt; die er- 
haltene Zahl gibt den Gesamtpurinstickstoff der Hefe an. 
Man kénnte gegen die Verwendung der Autolyse zum Ab- 
bau des Hefeeiweifies das Bedenken geltend machen, dafi bei 
der erforderlichen wochenlangen Dauer der Einwirkung der Ver- 
dauungsenzyme die Purinbasen angegriffen und zum Teil zer- 
stért werden kénnten. In der Tat haben M. N. Straughn und 
W. Jones®) in der Hefe eine Guanase, ein Guanin in Xan- 
thin umwandelndes Enzym nachgewiesen; im tierischen Or- 
ganismus sind derartige Enzyme hiufig aufgefunden worden. 





1) Diese Zeitschr. Bd. 32, 8. 59 (1901). 

*) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 22, S, 221 (1905). 

8) Vgl. die erste Abhandlung S. 241. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 35, S. 158 (1902); vgl. auch M. Kriiger und 
G. Salomon, Diese Zeitschr. Bd, 26, S. 354 (1898). 

5) Chem. Zentralbl. 1909, I], S. 642. Auch K. Shiga, Diese Zeit- 
schrift Bd. 42, S. 502 (1904), berichtet iiber ahnliche Beobachtungen. 
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Deshalb war es wichtig, die mit selbstverdauter Hefe gewon- 
nenen Ergebnisse mit anderen Versuchen, in denen das Hefe- 
eiweifi durch Kochen mit Sauren abgebaut war, zu vergleichen; 
auch derartige Versuche liegen in gréfferer Zahl vor. Aller- 
dings besteht hier erst recht die Gefahr, daf} ein Teil der 
Purinbasen bei dem viele Stunden dauernden Kochen mit ver- 
hiltnismabig starken Saéuren der Zerstérung anheimfallt. Schon 
Kossel') hat auf diese Méglichkeit hingewiesen und gezeigt, 
daB8 Adenin durch zweistiindiges Erhitzen mit 20 °/ciger Schwe- 
felsiure auf 150° voéllig zerstért wird. Wir stellten in Be- 
stitigung dieses Befundes fest, dafi Adenin auch schon bei 
sehr langem Kochen mit 30°%oiger Schwefelsiure Ammoniak 
abspaltet. Es ist daher verstandlich, dal die nach der Séure- 
hydrolyse gefundenen Mengen Purinstickstoff stets geringer 
waren als in den Autolyseversuchen. Aufierdem war es viel 
schwieriger, die einzelnen Purinbasen voneinander zu trennen 
und zu reinigen. Die Autolyseversuche sind daher zweifellos 
die zuverlissigeren. Es diirfte sich empfehlen, zu versuchen, 
ob sich die Spaltung des Hefeeiweibes nicht durch kiirzeres 
Kochen mit schwiacherer Sdure durchfiihren lift; doch haben 
wir solche Versuche nicht angestellt. 

Nach heutigen Anschauungen sind am Aufbau der Nuclein- 
siuren nur zwei Purinbasen beteiligt, namlich Guanin und Ade- 
nin. Man konnte daher von vornherein erwarten, daf} von 
Purinbasen nur diese beiden als Spaltprodukte der Hefe auf- 
treten wiirden. ‘Tatsichlich haben wir auch nur Guanin und 
Adenin in gré$erer Menge?) gefunden, Xanthin und Hypo- 
xanthin entweder gar nicht oder in so geringer Menge, daf 
sich ihr Auftreten zwanglos durch sekundire Spaltung von 
Guanin und Adenin unter dem Einflufi der Hefenenzyme oder 
der starken Saure erklaren ]48t. Ferner sollten Guanin und 
Adenin im aquimolekularen Verhiltnis in der Hefe vorhanden 
sein. Auch diese Forderung fanden wir in mehreren Versuchen 





) A. Kossel und A. Neumann, Ber. d. d. chem. Ges.! Bd. 27, 
S. 2217 (1894). 

) Ix Ubereinstimmung mit Fr. Kutscher, Diese Zeitschr. Bd. 32, 
S. 59 (1901). 
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bestatigt (Oberhefeversuch V und Vla). In anderen Fallen war 
die gefundene Adeninmenge weit gréfier als die des Guanins; 
doch kann man dann (es handelt sich um Bestimmungen in 
Veresterungsriickstiinden) leicht aus dem Verlauf des Versuches 
ersehen, daf} das Guanin nicht véllig ausgefallt war. Errechnet 
man in diesen Fallen das Guanin aus dem nachgewiesenen 
Adenin, so kommt man zu dem normalen Wert fiir den Gesamt- 
gehalt der Hefe an Purinbasen. In den Selbstverdauungs- 
versuchen wurde der Purinstickstoffgehalt — und zwar fiir 
Ober- und Unterhefen iibereinstimmend — durch- 
schnittlich zu knapp 8 °/o vom Gesamtstickstoff bestimmt. Nach 
der Siurehydrolyse waren die erhaltenen Werte geringer, sie 
schwankten zwischen 5 und 7°%/p. 

Man geht wohl nicht fehl, wenn man annimmt, daf die 
Purinbasen in der Hefe nur in Form von Nucleinsiéure vor- 
handen sind. Da nach neueren Forschungen die Nucleinsaure- 
molekel aufjer dem Guanin und Adenin noch weitere stickstoff- 
haltige Bausteine enthialt, nimlich entweder, wenn man der An- 
sicht von B. A. Levene und W. A. Jacobs?) sich anschliefit, 
je eine Molekel Cytosin und Uracil, ersteres mit 3, letz- 
teres mit 2 Stickstoffatomen, oder, nach K. Kowalevsky’), 
nur eine Molekel Cytosin, so wire als Gesamtnucleinstickstoff 
noch die Halfte (oder drei Zehntel) mehr als der Purinstickstoff, 
also 11—12°/o vom Gesamtstickstoff der Hefe, in Rechnung 
zu setzen. Cytosin und Uracil haben wir zwar nie nachweisen 
kénnen*), aber bei der schwierigen Isolierbarkeit dieser Stoffe 
ist das nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, dai wir nie- 
mals von irgendwie gereinigten Eiweifistoffen ausgegangen sind, 
sondern stets die ganze Hefe der Spaltung und Analyse unter- 
worfen haben. — Der durchschnittliche Gehalt unserer Hefe- 
trockensubstanz an Stickstoff war etwa 8,5 °/o, nach obigem er- 





1) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 43, S. 3150 (1910). 

2) Diese Zeitschr. Bd. 69, S. 240 (1910); vgl. auch H. Steudel und 
E. Peiser, Diese Zeitschr. Bd. 108, 8. 42 (1919). 

3) M. Schenck glaubt Uracil in obergiriger Brennereihefe und 
Kahmhefe nachgewiesen zu haben, doch bediirfen seine Angaben der Be- 
stiitigung (Wochenschr, f. Brauerei Bd. 22, S. 224 [1905]). 
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rechnet sich daraus ein Nucleinsiuregehalt von iiber 6°/o vom 
Trockengewicht. Von der Phosphorsiure der Hefe (etwa 
5—6°/o vom Trockengewicht) wire dann, da die Nucleinsiure 
etwa 30°/o Phosphorsaure enthalt, rund ein Drittel als Bestand- 
teil der Nucleinsiure einzusetzen. 


Gehalt der Hefe an Purinbasenstickstoff. 
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Nummer des Stickstoff-| Das HefeeiweiB : precevir svi 

Versuchs und Art | gehalt ist abgebaut aos : . ret ame 
der Hefe jekging durch seine peborersties “ed 

Oberh.- Vers. III. 22,5 Selbstverdauung —_ ae | 8 *) 5) 

, ” FY. 22,1 2 — Shae | 8 

a 22.8 - a Mm) | 759 

. « ite F sts : gi ae ar 

. a ' ees . ee oe 7,5 
Unterh.-Vers. I a. 23,8 ‘ _ 11°) | 8 *) 8) 

: ce 25,9 . ais as 9,6 
Oberh.-Vers. VI c. 21,8 | Saurehydrolyse 6,5 8 ; = 

‘ 5 aes 18,5 ; 8,9 7,7 | 6,4 

Q , Villa} 20,8 2 8,5 9 | 6,9 

- » VIIlbJ 20,3 7 9,9 88 | 6,2 

: | 21,1 , 10,9 7,1 | 6,1 
Unterh.-Vers. Ib. | 23,8 , 10,3 78 | &A 

‘ ~<a 25,4 ‘ 7,4 9 *) | 6,0 














") Nach der Veresterung mit alkoholischer Salzsaure. 

*) In den Veresterungsriickstinden bestimmt. 

*) Der Gesamtpurinbasenstickstoff ist aus der gefundenen Adenin- 
menge errechnet. 

*) Nicht direkt bestimmt, sondern errechnet. 


Der Wiedergabe der ausgefiihrten Versuche im einzelnen 
sel eine kurze Zusammenstellung der Ergebnisse in Form einer 
Tabelle vorausgeschickt. Allgemein ist dazu folgendes zu be- 
merken: Die meisten Versuche sind mit Oberhefen angestellt, 
und zwar gewohnlich mit der obergirigen Reinzuchtbrennerei- 
hefe Rasse 12 (Versuche III—VI, VIII) oder 15 (Versuch VII) 
des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin, Versuch IX mit 
einer aus dem Betriebe entnommenen obergirigen Brauereihefe. 
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Die Unterhefe der Versuche I und II entstammte ebenfalls 
dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin (untergirige Betriebs- 
reinhefe Rasse K),.im Versuch III wurde eine untergirige 
Brauereibetriebshefe benutzt. Die Bezeichnung der Versuche 
ist die gleiche wie in der ersten Abhandlung; der Oberhefe- 
versuch V oder Unterhefeversuch I z. B. sind also in einem 
anderen Teil ihres Verlaufs schon in der ersten Abhandlung 
ausfihrlich beschrieben. In die Tabelle sind aufier den ge- 
fundenen Werten fiir den Purinstickstoff auch Angaben iiber 
das gebildete Ammoniak und den Huminstickstoff auf- 
genommen. Ammoniak entsteht bei der Selbstverdauung nur 
in geringer Menge (im Oberhefeversuch V z. B. nur etwa 3°/o 1). 
Bei der nachher erfolgenden Veresterung der Aminosauren 
mit alkoholischer Salzséure aber steigt die Menge des Am- 
moniakstickstoffs sehr stark an, bis auf 11 °/o (Oberhefeversuch V 
und Unterhefeversuch Ia). Die bei der Hydrolyse mit waf- 
rigen Séiuren gebildete Ammoniakmenge ist merkwiirdigerweise 
einige Prozent niedriger. Unter Huminstickstoff ist der Stick- 
stoffgehalt der schwarzen amorphen Zersetzungsprodukte ver- 
standen, welche beim Kochen mit Siuren stets entstehen; sie 
treten bei der Autolyse natiirlich nicht auf, wohl aber bei 
der nachher zwecks Veresterung erfolgenden Behandlung mit 
alkoholischer Salzsiiure, doch ist in diesem Falle ihre Menge 
nie genau bestimmt worden. 


Versuche. 
a) HefeeiweifB durch Selbstverdauung abgebaut. 


Oberhefeversuch III). Zur Verarbeitung kamen 4200 g 
Hefe mit 94,5 g Stickstoff; nach beendeter Autolyse blieben 
4,7 g Stickstoff in den Zellriickstiinden, etwa 1 g Stickstoff 
wurde als Tyrosin abgetrennt, weitere 1,8 g gingen fiir 
Analysen usw. verloren, so daB nur 87 g Stickstoff zur Ver- 
esterung kamen. Dazu ist das eine Gramm Tyrosinstickstoff 
hinzuzurechnen, demnach also 88 g als der wirklich in Arbeit 
genommene Stickstoff einzusetzen. Beim wiederholten Auf- 





1) Erste Abhandlung S. 242. 
2) Erste Abhandlung S, 233 und 258. 
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nehmen in absolutem Alkohol im Verlauf der Veresterung 
blieben erst 122 g (Riickstand I), nachher nochmals 18 g 
(Riickstand I) ungelést. 

Untersuchung des Riickstands I: Enthielt etwa 30°o 
Asche, 3,7°/o Wasser und 6,2 g Stickstoff, wovon 1,64 g 
Ammoniakstickstoff. Zur Bestimmung des Ammoniakstick- 
stoffs war dabei mit Soda neutralisiert und dann das Ammoniak 
mit Magnesia in Freiheit gesetzt worden; Kochen mit Natron- 
lauge lieferte einen wesentlich héheren Ammoniakstickstoff- 
wert (1,84 g). Alle im folgenden ausgefiihrten Bestimmungen 
des Ammoniaks sind mit Soda oder Magnesia gemacht, da 
Natronlauge stets zu hohe Werte ergibt’). 

Zur Bestimmung der Purinbasen wurden 20 g des Riick- 
standes (mit 1,0 g Stickstoff, wovon 0,28 g Ammoniakstick- 
stoff) mit 100 cem Wasser 3 Stunden auf 40° erwarmt. Dabei 
ging alles in Lésung bis auf etwas Zellriickstiinde, die, um 
besseres Filtrieren zu erreichen, durch Schiitteln mit Kiesel- 
eur beseitigt wurden. Auf Zusatz von so viel Ammoniak 
zum Filtrat, dafi die Lésung 2°/o davon enthielt, trat keine 
Abscheidung ein, auch nicht beim kurzen Kochen oder laingeren 
Stehen. In der Annahme, da das Ausfallen des Guanins 
méglicherweise durch die beigemischten Verunreinigungen ver- 
hindert werden kénnte, wurde nun zunichst die Gesamtmenge 
der Purinbasen in Form der Silberverbindungen ausgefiallt. 
Zu dem Zweck wurde nach Zugabe von noch 20 ccm konzen- 
triertem Ammoniak mit einer ammoniakalischen Silbernitrat- 
lésung versetzt und der sofort ausfalleude voluminése Nieder- 
schlag der Purinbasensilberverbindungen abgesaugt. Letzterer 
wurde mit heifier Salzsiure zerlegt und das Chlorsilber ab- 
filtriert. Die salzsaure Lésung gab nunmehr mit Ammoniak 
einen geringen Niederschlag (Guaninfraktion). Aus dem 
Filtrat wurde das Ammoniak weggekocht und dann 150 ccm 
1,1°/oige Pikrinsiurelésung hinzugefiigt. Es entstand augen- 
blicklich ein gelber Niederschlag (1,7 g) vom Schmelzpunkt 
280—281°. Durch Umkristallisieren aus Wasser stieg der 





') Vgl. erste Abhandlung 8S. 242. 
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Zersetzungspunkt auf 285—286°, wodurch der Niederschlag 
als ganz reines Adeninpikrat erwiesen ist. Die Mutterlauge 
wurde mit Schwefelsiure angesiuert, die Pikrinsiure durch Aus- 
ithern entfernt und die wifrige Fliissigkeit mit ammoniakali- 
scher Silberlésung gefallt. Der Niederschlag (0,3 g) ergab 
bei der Verarbeitung wie oben neben Spuren von Guanin 0,25 g 
Adeninpikrat vom Schmelzpunkt 284°, die durch Mischprobe 
identifiziert wurden. Im ganzen sind somit gefunden: 1,95 g 
Adeninpikrat oder auf die 122 g Riickstand umgerechnet 11,9 g. 
Da das Adeninpikrat 1 Mol. Kristallwasser enthalt, wenn es 
aus kalter wifriger Lésung') gefallt ist, so entsprechen diesen 
11,9 g Pikrat 2,2 g Adeninstickstoff. 

Die Guaninfraktion bestand aus einer schwarzen Masse 
und wog 0,15 g, auf den Gesamtriickstand umgerechnet also 
0.9 g mit 0,4 g Stickstoff; sie war in verdiinnter heifer 
Salzséure fast vollkommen léslich und kristallisierte daraus 
beim Erkalten in den charakteristischen schénen Nadeln des 
Guaninchlorhydrates. 

Bei einem allerdings einige Jahre spiter mit 20 g des 
gleichen Priparats mit gréf ter Sorgfalt angestellten Versuche 
ergaben sich im wesentlichen die gleichen Resultate. Alle 
Lésungen waren sehr schwer filtrierbar, was das Arbeiten 
ungemein erschwerte. Eine Guaninfraktion fiel bei dem Zusatz 
von Ammoniak iiberhaupt nicht, auch nicht, nachdem zwecks 
Trennung von der Mehrzahl der Beimengungen die Gesamt- 
menge der Purinbasen zunichst durch ammoniakalische Silber- 
nitratlésung niedergeschlagen und dann wieder in Salzsiéure 
aufgenommen war. Dagegen wurden 1,8 g Adeninpikrat er- 
halten. Das Filtrat wurde besonders sorgfaltig untersucht: 
Nach Entfernung der Pikrinsiure wurde die Fliissigkeit mit 
ammoniakalischer Silbernitratlésung gefallt, der Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat eingedampft; 
es blieben 0,2 g Riickstand. Ein kleiner Teil davon war in 
sehr verdiinnter Salzsiure unléslich, es war nach allen Reak- 





1) M. Kriiger und G. Salomon, Diese Zeitschr. Bd. 24, S. 392 
(1898). 
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tionen Xanthin. Der in Salzsiiure lésliche Teil erwies sich 
als ein Gemisch von Guanin und Hypoxanthin, wobei ersteres 
als Chlorhydrat, letzteres als Pikrat charakterisiert wurde. 
Schitzungsweise diirften obige 0,2 g zur Halfte aus Hypo- 
xanthin bestanden haben, die andere Hilfte war ein Gemisch 
von Guanin mit wenig Xanthin. 

Bei den vielen angestellten Trennungsversuchen wurden 
die Eigenschaften der Pikrate einer eingehenden Priifung 
unterzogen und dabei folgendes gefunden: Adeninpikrat lést 
sich spielend in verdiinntem Ammoniak und wird aus dieser 
Lésung durch verdiinnte Salzsiiure wieder ausgefillt. Ebenso 
verhalt sich das in Wasser viel leichter lésliche Hypoxanthin- 
pikrat. Versetzt man dagegen eine heib gesiittigte waBrige 
Guaninpikratlésung mit Ammoniak, so erfolgt Triibung und 
Niederschlagsbildung, die auf Zusatz von verdiinnter Salzsiure 
wieder verschwindet. Beim Erkalten kristallisiert aus der 
heifien salzsauren Lésung das Guaninpikrat aus; die Mutter- 
lauge davon wird durch Ammoniak nicht mehr gefallt. — 
Der Zersetzungspunkt des Adeninpikrats liegt nach M. Kriiger 
und G. Salomon’) bei 280—281°. Wir fanden ihn etwas 
hoher, 285—286° (unkorr.), und zwar sowohl bei unseren 
Praiparaten wie bei dem aus kiuflichem Adenin hergestellten 
Pikrat. Dieselben Autoren geben an, dafi das Hy poxanthin- 
pikrat sich von 200° an dunkler farbt, ohne einen Schmelz- 
punkt oder eine bei einer bestimmten Temperatur unter Gas- 
entwicklung verlaufende Zersetzung zu zeigen. Unsere Pri- 
parate begannen von 200° ab zu sintern und sich allmahlich 
zu braunen, und zersetzten sich dann zwischen 250 und 260° 
unter Gasentwicklung. — Der Schmelzpunkt des Guanin- 
pikrats ist sehr wenig charakteristisch. Es fingt iiber 
200°?) an zu sintern, sich zu zersetzen und zu braéunen und 
wird langsam gegen 270—280° schwarz, entwickelt aber bis 
iiber 300° kein Gas. 

Errechnet man aus den angefiihrten Bestimmungen den 





*) Diese Zeitschr. Bd. 24, S. 384 (1898). 
*) Nach C. Wulff (diese Zeitschr. Bd. 17, S. 480 [1893]) schon 
von 190° an. 
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Gehalt des Veresterungsriickstandes I an Purinstickstoff, so 
findet man in beiden Versuchen ziemlich iibereinstimmend 
2,2—2,3 g@ Adeninstickstoff und 0,3—0,4 g Guanin- 
stickstoff, wobei die geringen Mengen gefundenen Xanthins 
und Hypoxanthins als Zersetzungsprodukte betrachtet und 
ihren Muttersubstanzen zugezihlt sind. Da der Riickstand 
insgesamt 6,2 g Stickstoff, davon 1,6 g Ammoniakstickstoff 
enthilt, so bleiben nach Abzug von 2,6 g Purinstickstoff 2 g 
unaufgeklirt. In einem dritten Versuch konnte nachgewiesen 
werden, da von dem Nichtammoniakstickstoff annihernd 2 g 
nicht mit Silber fallbar sind. Demnach enthialt also dieser 
in alkoholischer Salzsiiure unlésliche Riickstand der ersten 
Veresterung aufier Ammoniumenlorid und Purinbasen auch 
noch andere Stickstoffverbindungen unbekannter Natur. 

Untersuchung des Riickstandes II: Die 18 g ent- 
hielten nur 2—3°/o Asche, aber sehr viel Stickstoff, nimlich 
4,7 g, wovon 2,1 g als Ammoniakstickstoff. 5 g davon 
wurden mit 60 ccm 40° warmem Wasser einige Stunden 
digeriert, wobei so gut wie alles in Lésung ging; von einer 
Spur Schmutz wurde abfiltriert. Das Filtrat gab mit Ammoniak 
einen Niederschlag (0,7 g Guaninfraktion). Nach Wegkochen 
des Ammoniaks fielen auf Zusatz von kalter 1,1 prozentiger 
Pikrinsaurelésung zu der auf etwa 200 ccm eingeengten kalten 
Fliissigkeit 1,95 g fast reines Adeninpikrat aus. Die Mutter- 
lauge davon lieferte nach Entfernung der Pikrinséure, Aus- 
fallen der Silberverbindungen usw. nochmals 0,03 g Guanin 
und 0,07 g Adeninpikrat. — Auf die gesamten 18 g um- 
gerechnet ergeben sich 2,6 g Guanin (mit 1,2 g Stickstoff) 
und 7,3 g Adeninpikrat (1,3 g Stickstoff). Der Stick- 
stoffgehalt dieses Riickstands ist also restlos aufgeklart. 

Der dunkel gefirbte Guaninniederschlag léste sich fast 
volistindig in heifer, verdiinnter Salzsiure; beim Erkalten 
kristallisierte daraus das Chlorhydrat in farblosen, sehr hoch 
schmelzenden Nadeln aus. Die Chlorhydratlésung gab mit 
Natriumpikrat schéne gelbe, facherartig verwachsene Nadeln 
des Guaninpikrats, die beim Erhitzen im Schmelzpunktkélbchen 
das oben beschriebene Verhalten zeigten. Da die Schmelz- 
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punkte bei allen Guaninsalzen so wenig charakteristisch sind, 
haben wir das von E. Fischer’) zum Nachweis des Guanins 
empfohlene Sulfat dargestellt und analysiert. Aus heifer 
10prozentiger Schwefelsiure kristallisierten beim Erkalten 
schone farblose Nadeln, die nach dem Waschen mit verdiinnter 
Schwefelsiure und Alkohol lufttrocken folgende Zusammen- 
setzung hatten: 0,3347 g verloren im Vakuumexsikkator zur 
Konstanz (3 Tage) getrocknet 0,0145 g und dann im Toluol- 
bade binnen 15 Stunden weitere 0,0118 g an Gewicht, zu- 
sammen also 0,0263 g. 
(C,H, N,O), -H,S0,-2H,O. Ber. 1H,O 4,1, 2H,O 8,3. 
Gef. 1H,O 4,3, 2H,O 7,9. 

Die genauere Untersuchung der Guaninfraktion zeigte, 
dafi sie noch etwas Adenin enthielt, das sich aus den Mutter- 
laugen des Chlorhydrats als Pikrat isolieren lief}. Es ist be- 
kannt, dafi die Trennung von Guanin und Adenin mit Ammoniak 
nicht quantitativ ist, sondern dafi dem Guanin unter Umstin- 
den sogar ziemlich grofse Mengen Adenin beigemengt sein 
kénnen. Deshalb wird auch in der Vorschrift von Kritiger 
und Schittenhelm empfohlen, den Guaninniederschlag noch- 
mals mit Ammoniak zu digerieren, was aber hier unterblieben 
war. — Das wie oben gewonnene Rohprodukt von Adenin- 
pikrat zersetzte sich bei 280°, durch Umkristallisieren stieg 
der Zersetzungspunkt auf 285—286°. 

Das Ergebnis der Untersuchung beider Riickstinde ist, 
dafi darin im ganzen 1,6 g Guaninstickstoff und 3,5 g 
Adeninstickstoff nachgewiesen sind, zusammen 5,1 g Purin- 
stickstoff; das sind 5,9°/o vom in Arbeit genommenen Stick- 
stoff. Auffallig ist, dafi so viel weniger Guanin als Adenin 
gefunden ist, wihrend, wie oben auseinandergesetzt, beide 
Stoffe im diquimolekularen Verhialtnis zu erwarten waren. Wie 
die Tatsache, dafi fast die gesamte Menge des nachgewiesenen 
Guanins im zweiten Veresterungsriickstand sich findet, be- 
weist, ist das Guanin unter den obwaltenden Bedingungen 
leichter léslich als das Adenin. Man muf demnach annehmen, 





") Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 30, S. 2253 (1897). 
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dai der noch fehlende Rest, d.h. etwa die Hilfte des Guanins, 
in Liésung geblieben ist; beriicksichtigt man dies, so steigt 
der Gehalt der Hefe an Purinstickstoff auf 8°/o. 

Oberhefeversuch IV. 3960 g Hefe mit 87,5 g Stick- 
stoff blieben der Selbstverdauung iiberlassen. Nach Entfer- 
nung von Zellriickstanden, Tyrosin usw. ergaben sich 4300 cem 
Lésung mit 81 g Stickstoff. Davon kamen 1000 cem mit 
18,8 g Stickstoff, wozu noch 0,2 g bereits abgetrennter Ty- 
rosinstickstoff hinzuzuzahlen sind, zur Untersuchung. Es wurde 
in diesem Falle das Silbersalztrennungsverfahren be- 
nutzt, und zwar wurde genau nach der Vorschrift von Fr. 
Kutscher') und M. Schenck?) gearbeitet. Es wurde also 
zunachst die Phosphorséure mit Baryt ausgefallt, wobei 0,4 g 
Stickstoff mit niedergerissen wurden, dann der Baryt quan- 
titativ mit Schwefelsiure abgeschieden und schlief lich in 
schwach salpetersaurer Liésung so viel 20°/oige Silbernitrat- 
lésung zugesetzt, als noch ein Niederschlag entstand. Der 
nach 2 Tagen abgesaugte voluminése Niederschlag _blieb 
48 Stunden mit verdiinntem Ammoniak stehen, dann wurde 
das Unldsliche (Fraktion A) abzentrifugiert und gut ausge- 
waschen. Es zeigte sich, daf} ein Teil der Purinbasen in dem 
Ammoniak in Lésung gegangen war; er wurde mit Salpeter- 
siiure wieder ausgefallt (Fraktion B), sehr griindlich ausge- 
waschen und genau wie der in Ammoniak unlésliche Anteil 
durch Erwiairmen mit Salzsiure zerlegt. Fraktion A ergab 
0,48 g in sehr verdiinnter Salzsiure von 40° unléslichen An- 
teil (Xanthinfraktion), 0,85 g Guaninfraktion, 2,3 g Adenin- 
pikrat, und nach nochmaliger Ausfallung der Silberverbindungen, 
Zerlegung mit Schwefelwasserstoff usw. noch 0,1 g Guanin 
und 0,3 g Adeninpikrat. Die Xanthinfraktion war ein schwarzes 
Pulver, also sicher sehr unrein; sie diirfte neben Schmutz 
etwas Guanin und sehr wenig Xanthin enthalten haben. 
Beriicksichtigt man dies, so kann man als Ergebnis betrachten, 
daf 1,1 g Guanin (0,51 g Stickstoff) und 0,92 g Adenin 
(0,48 g Stickstoff) gefunden sind. 





1) Diese Zeitschr. Bd. 32, S. 59 (1901). 
2) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 22, S. 221 (1905). 
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Zur sicheren Identifizierung haben wir auch in diesem 
Falle das Guanin analysiert. Durch Umkristallisieren aus 
verdiinnter Salzsiure wurde das Chlorhydrat in farblosen 
Nadeln erhalten, welche sich beim Erhitzen bis gegen 300° 
kaum verinderten (ebenso verhielt sich ein aus kiuflichem 
Guanin dargestelltes Vergleichspriparat). 

0,5642 g lufttrockene Substanz verloren im Vakuum bei 
100° 0,0906 g an Gewicht. — 0,1348 g getrocknete Substanz 
gaben 0,1034 g AgCl. — 0,1079 g getrocknete Substanz gaben 
35,9 cem Stickstoff bei 20° und 749 mm. 

C,H,N,O-HCl-2H,0. Ber. H,O 16,1. Gef. H,O 16,1. 
C,H,N,O - HCl. Ber. Cl 18,9, N 37,3. Gef. Cl 19,0, N 37,5. 

Kin Chlorhydrat des Guanins von dieser Zusammensetzung 
ist von Scherer’) beschrieben worden, wahrend B. Unger?) 
ein Chlorhydrat mit nur 1 Mol. Kristallwasser analysierte. 

Fraktion B enthielt nach der Zerlegung mit Salzsiure 
0,47 g Stickstoff; der gesamte Stickstoffgehalt war durch 
Phosphorwolframsaure fallbar. Es wurde urspriinglich ange- 
nommen, dali diese Fraktion keine Purinbasen enthalten kénne, 
eine Annahme, die sich aber als irrtiimlich herausstellte. Die 
Doppelverbindungen der Purinbasen mit Silbersalzen scheinen 
in Ammoniak namentlich dann teilweise léslich zu sein, wenn 
die Ausfallung in der sauren Lésung nicht mit einem genii- 
genden Uberschuf von Silbersalz*) bewerkstelligt ist. Man 
kann das Inlésunggehen dadurch verhindern, dali man dem 
Ammoniak ammoniakalische Silberlésung hinzusetzt, was dann 
spiterhin auch meist geschehen ist. Fr. Kutscher‘) glaubt 
in diesem in Ammoniak ldéslichen Teil der Purinbasensilber- 
verbindungen eine neue Base von der Zusammensetzung 
C,H,N,O, aufgefunden zu haben. Um diese Angabe nachzu- 
priifen sind wir von dem iiblichen Trennungsverfahren ab- 
gewichen und haben genau nach Kutschers Vorschrift ge- 


1) Liebigs Annalen Bd. 112, S. 277 (1859). 
*) Liebigs Annalen Bd. 59, S. 67 (1846). 
8) Die Purinbasen bilden bekanntlich in verschiedenen Verhilt- 


nissen Doppelverbindungen mit Silbersalzen. 
4) Diese Zeitschr. Bd. 32, 8. 66 (1901), 
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arbeitet. Wir bekamen schliefilich 0,7 g eines kristallisierten 
Kérpers, der aber nicht die von Kutscher angegebene Zu- 
sammensetzung besaf} und sich gut aus n-Salpetersiiure um- 
kristallisieren liefi. Der schwerstlésliche Anteil zersetzte sich 
bei 227° und hatte folgende Zusammensetzung: 

0,0998 g Substanz, im Exsikkator tiber Schwefelsiure 
getrocknet, gaben 0,1068 g CO, und 0,0324 g H,O. — 0,0915 ¢ 
Substanz gaben 31,1 ccm Stickstoff bei 20° und 771 mm Druck. 

C,H,N, - HNO, - '/,H,O. Ber.: C 29,0, H 3,4, N 40,6. 
Gef.: C 29,2, H 3,6, N 39,5. 

Reines Adeninnitrat zersetzt sich, wie wir feststellen 
konnten, bei 232—233°: das halbe Mol. Kristallwasser gelit 
erst iiber 100° sehr langsam weg'). Guaninnitrat enthilt 
1'/: Mol. Kristallwasser und verwittert leicht, es firbt sich 
bis 280° nur dunkelbraun ohne tiefgreifende Zersetzung, d. h. 
ohne Gasentwicklung. Das analysierte Priiparat war demnach 
nahezu reines Adeninpikrat, auch der Schmelzpunkt des daraus 
dargestellten Pikrats war annahernd richtig. Die gesamte 
Fraktion B diirfte als ein Gemisch von Adenin und Guanin 
zu betrachten sein. 

In Fraktion A und B zusammen sind 0,51 g Guanin- 
stickstoff, 0,48 g Adeninstickstoff und 0,47 g (Adenin- + 
Guanin-) Stickstoff vorhanden, das sind 1,5 g oder nicht ganz 
8°/, vom gesamten in Arbeit genommenen Stickstoff. 

Oberhefeversuch V. Die 3850 g Hefe, die zu dem 
in der ersten Abhandlung (S. 239) ausfiihrlich beschriebenen 
Veresterungsversuch dienten, lieferten nach Entfernung von 
Zellriickstinden usw. eine Lésung mit 84 g Stickstoff, welchen 
rund 1 g Tyrosinstickstoff hinzuzurechnen ist, so dali also 85 g 
Stickstoff als angewendet zu betrachten sind. Bei zwei- 
maliger Veresterung blieben im ganzen 99 g in alkoholischer 
Salzsiure unléslicher Riickstand mit 9,8 g Stickstoff, darunter 
2,5 g in Form von Ammoniak. Zur Purinbasenbestimmung 
wurden 20 g dieses Riickstandes, enthaltend 1,47 g Nicht- 
ammoniakstickstoff, verwendet. Sie hinterlieben beim Dige- 


1) A. Kossel, Diese Zeitschr. Bd, 12, 8S. 243 (1888). 
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rieren mit 200 cem '/,, n-Salzsiure in gelinder Wirme und 
nach griindlichem Auswaschen mit der gleichen Salzsiure 
1,2 g schwarzen Riickstand, der aber nur 0,05 g Stickstoff 
enthielt. Das gelbbraune Filtrat wurde mit so viel Ammoniak 
versetzt, daf} die Lésung annihernd zweiprozentig war. Ks 
entstand ein dicker, sich gut absetzender Niederschlag. Das 
Filtrat (A) gab nach kurzem Aufkochen noch eine ganz 
geringe braune Fiallung, die sich als etwas Kisenhydroxyd 
erwies. Der Niederschlag wurde in etwa 200 cem Wasser 
suspendiert und mit 20 cem konzentriertem Ammoniak ver- 
setzt, wobei ein Teil in Lésung ging. Die Fliissigkeit wurde 
einige Minuten gekocht und blieb dann iiber Nacht stehen, 
wobei ein grober Teil des Gelésten sich als feine Triibung 
wieder abschied. Der schlecht filtrierende Niederschlag wurde 
abgesaugt (Filtrat B), mit Alkohol und Ather gewaschen und 
getrocknet (1,35 g Guaninfraktion). 

Die Filtrate A und B wurden jedes fiir sich mit Silber- 
nitrat in ammoniakalischer Lésung versetzt, solange ein Nieder- 
schlag entstand, die Fallungen mit Ammoniak und schlieBlich 
mit Wasser gut ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt, zur Vertreibung des letzteren eingeengt und mit Pikrin- 
siure gefillt. Aus beiden Lésungen schied sich das Pikrat 
als feinpulvriger hellgelber Niederschlag aus, zusammen 3,15 g 
Adeninpikrat vom richtigen Zersetzungspunkt 285—286 °, ent- 
sprechend 1,1 g Adenin. Aus den Waschwissern vom Schwefel- 
silberniederschlag, dessen schwierige Filtrierbarkeit durch Zu- 
satz von etwas Kssig- oder Pikrinsiure wirksam bekaimpft 
werden konnte, und den Pikratmutterlaugen liefien sich noch 
eine Reihe von Kristallisationen gewinnen, zusammen 0,6 g, 
die sehr unscharf zwischen 200 und 280° schmolzen, aus 
Wasser sehr schlecht, besser aus Pikrinsaéurelésungen kristalli- 
sierten, sich in dieser Hinsicht also wie Guaninpikrat ver- 
hielten und unter dem Mikroskop sich als ein Gemisch von 
feinen Niadelchen (Adeninpikrat) mit breiten Rhomben (Guanin- 
pikrat) darstellten. Hypoxanthinpikrat lieB sich nicht auf- 
finden. Ohne ins Gewicht fallenden Fehler kann man an- 
nehmen, dal} die 0,6 g Pikrate je etwa 0,1 g Guanin und 
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Adenin enthielten; als Gesamtergebnis haben wir dann 1,45 ¢ 
Guanin und 1,2 g Adenin mit 0,67 und 0,62 g, zusammen 
1,29 g Purinstickstoff, oder auf die gesamten 99 g Ver- 
esterungsriickstand umgerechnet 6,4 g Stickstoff = 7,5°/, 
vom angewandten Hefestickstoff. 

Die Guaninfraktion wurde durch Darstellung des Chlorids 
und Pikrats als im wesentlichen aus Guanin bestehend er- 
wiesen; man kann annehmen, daf} sie noch Spuren von Adenin 
enthielt. Zieht man dies in Betracht, so haben wir in diesem 
Falle die beiden Purinbasen fast ganz genau in dem zu er- 
wartenden aquimolekularen Verhiiltnis. 

Oberhefeversuch Via. 2900 g Hefe mit 63,1 g Stick- 
stoff wurden einer einmonatigen Selbstverdauung iiberlassen; 
es blieben 70 g Zellriickstiinde mit 1,2 g Stickstoff (1,9 °/o 
vom Gesamtstickstoff) und 11 g Tyrosin mit 0,8 g Stickstoff. 
Nach deren Abtrennung mit Hilfe der Zentrifuge wurden 
Saft und Waschwasser auf 3,2 1 eingedampft; sie enthielten 
noch 59,2 g Stickstoff, 1,9 g Stickstoff waren also bei den 
mannigfaltigen Operationen des Abzentrifugierens usw. ver- 
loren gegangen. 21 davon (37,0 g Stickstoff, wozu noch 
0,6 g Stickstoff fiir das abgetrennte Tyrosin hinzuzurechnen 
sind) wurden mit Silbernitrat in schwach_salpetersaurer 
Lésung gefallt, der gut ausgewaschene Niederschlag 2 Tage 
lang unter hiaufigem Umschiitteln mit 2 °/oigem Ammoniak 
bei Zusatz von etwas ammoniakalischer Silberlésung stehen 
gelassen, dann abzentrifugiert und ausgewaschen. Nur 
ganz geringe Mengen der Purinbasensilberverbindungen gingen 
unter diesen Bedingungen mit Ammoniak in Lésung, durch 
Ansiuern usw. liefien sich 0,1 g Adenin (vgl. Oberhefe- 
versuch [V) isolieren und als Nitrat identifizieren. Die Haupt- 
menge der Silberverbindungen wurde mit Salzsadure zerlegt, 
die Lésung der Chlorhydrate im Vakuum eingedampft und 
der Riickstand mit wenig Alkohol aufgenommen, wobei der 
weitaus gréfte Teil als fester kristallisierter Riickstand 
verblieb. Der alkohollisliche Teil lieferte bei der iiblichen 
Verarbeitung 0,7 g sogenannte ,Xanthinfraktion“, die aber 
nur aus in Alkohol léslichen braunen Schmieren bestand, 








Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. II. 221 


ferner 0,9 g wenig gefarbtes, also fast reines Guanin und 
0,7 g Adeninpikrat; die in Alkohol unlésliche Hauptmenge 
gab 0,35 g , Xanthinfraktion‘, 2,3 g Guanin und 7,0 g Adenin- 
pikrat. Die Mutterlaugen enthielten eine geringe Menge, 
einige Zehntel Gramm, einer Base oder eines Basengemischs, 
dessen Identifizierung nicht gelang. 

Das Gesamtergebnis des Versuches ist, dai 3,2 g Guanin 
(mit 1,5 g Stickstoff) und 2,8 g Adenin (mit ebenfalls 
1,5 g Stickstoff) gefunden sind. Dazu kommt noch etwas 
Xanthin- und vielleicht auch Hypoxanthinstickstoff, so dai 
wiederum 8 °/o des Stickstoffs der angewandten Hefe als Purin- 
stickstoff erwiesen sind. 3 

Vib. Einen etwas niedrigeren Wert ergab folgender 
Versuch: 200 cem des gleichen Autolysesaftes wurden in 
verdiinnt schwefelsaurer Lésung mit Silbersulfat gefallt und 
im Niederschlag der Stickstoffgehalt bestimmt. Es ergab sich 
zu 0,282 g, entsprechend 7,5°/o Purinstickstoff. 

Unterhefeversuch Ia’). Aus 3760 g Hefe mit 89,6 g 
Stickstoff waren nach Abgang von 7,5 g Stickstoff in den 
Zellriickstiinden, '/, g im Tyrosin und 2 g in der alkoholischen 
Waschfliissigkeit der Zellriickstinde 4000 ccm Autolysesaft 
mit 79,2 g Stickstoff gewonnen; bei der Berechnung ist der 
Wert 80,1 g (89,6 g abziiglich des Stickstoffs der Zellriick- 
stinde und der Waschfliissigkeit) als Stickstoffgehalt der 
Ausgangshefe zugrunde zu legen. Bei der Veresterung nach 
K. Fischer blieben 87 g Veresterungsriickstand I und 17,5 g 
Riickstand II. 

Riickstand I enthielt 3,0 g Stickstoff, wovon 1,1 g als 
Ammoniakstickstoff. 20 g davon waren bis auf wenige Flocken 
in Wasser léslich (kein Xanthin), gaben mit Ammoniak keinen 
Niederschlag (kein Guanin). Aus dem Filtrat liefien sich auf 
dem Umweg iiber die Silberverbindungen mit grofier Miihe 
0,45 g ziemlich unreines Adeninpikrat isolieren. Auf die 87 g 
umgerechnet ergibt das etwa 2 g Pikrat, entsprechend 0,7 g 
Adenin und 0,37 g Stickstoff. Genau wie im Oberhefe- 





') Vgl. erste Abhandlung 8. 267. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXIV. 16 
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versuch III enthilt also auch hier der Riickstand I eine Masse 
stickstoffhaltiger Bestandteile unbekannter Art. 

Im Riickstand If waren 4,9 g Stickstoff enthalten, davon 
nur 0,3 g Ammoniakstickstoff. 4 g wurden in 100 ccm Wasser 
gelést, es blieb sehr wenig schwarzer Riickstand mit 0,01 g 
Stickstoff. Mit Ammoniak fiel im Filtrat sofort ein ziemlich 
dunkler anscheinend kristallinischer Niederschlag; er wurde 
abgesaugt, 2 Tage mit 2°/oigem Ammoniak digeriert, wieder 
abfiltriert und getrocknet: 0,65 g Guanin. Beide ammonia- 
kalischen Filtrate wurden mit ammoniakalischer Silbernitrat- 
lésung gefallt, die Silberniederschlige mit Salzsiure zerlegt 
und schliefilich das Adenin als Pikrat abgeschieden: 3,5 g 
Adeninpikrat. Die Mutterlaugen lieferten nach Entfernung 
der Pikrinsiiure und nochmaliger Ausfallung mit Silberlésung 
ein wenig Xanthin (0,04 g), noch etwas Guanin (0,02 g) und 
Spuren von Adeninpikrat. Zahlt man das Xanthin zum Guanin 
hinzu, so erhalt man im ganzen 0,7 g Guanin und 1,25 g 
Adenin, oder auf 17,5 g umgerechnet 3,1 g Guanin (1,4 g 
Stickstoff) und 5,5 g Adenin (2,8 g Stickstoff). 

Nehmen wir an, dafi auch hier, wie ja meist, das Guanin 
unvollstindig abgeschieden war, und legen das gefundene 
Adenin (0,7 g + 5,5 g mit 3,2 g Stickstoff) der Rechnung zu- 
grunde, so bekommen wir 6,4 g Purinstickstoff oder 
auch in diesem Versuch 8 °/o vom Gesamtstickstoff. 

Der Gesamtammoniakstickstoffgehalt beider Riickstinde 
betrug 1,4 g. Da die alkoholisch-salzsaure Lésung der Amino- 
siureester (vgl. erste Abhandlung S. 269) 7,4 g Ammoniak- 
stickstoff enthielt, so ergeben sich im ganzen 8,8 g Ammo- 
niakstickstoff oder rund 11°/o vom Gesamtstickstoff. 

Unterhefeversuch II. Von 2 kg Hefe mit 51,8 g 
Stickstoff blieben nach beendeter Selbstverdauung 122 g un- 
gelist mit 5,4 g Stickstoff; 4300 ccm Autolysesaft enthielten 
46,1 g Stickstoff. Davon wurden 4000 cem mit 42,9 g Stick- 
stoff in Arbeit genommen; diese Stickstoffmenge ist den nach- 
folgenden Berechnungen als Stickstoffgehalt der Ausgangs- 
hefe zugrunde gelegt. Die Fliissigkeit wurde in schwefel- 
saurer Liésung mit Phosphorwolframsaure gefallt, der 
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Niederschlag sehr sorgfaltig ausgewaschen (1340 g mit 19,3 g 
Stickstoff = 45° vom Gesamtstick stoff) und mit Baryt 
zerlegt, doch wurde von dem Niederschlag nur ein Teil mit 
15,5 g Stickstoff weiterverarbeitet. In dem nach Zerlegung 
der Phosphorwolframate sich ergebenden Bariumphosphor- 
wolframat blieben 3,1 g Stickstoff, von dem allerdings ein 
Teil nachtraéglich noch durch tagelanges Erwirmen mit Baryt- 
wasser in Lésung zu bringen war, ins Filtrat gingen 12,2 g 
Stickstoff. Nach Ausfillen des iiberschiissigen Baryts mit 
Schwefelsiure fielen mit Silbersulfat in schwefelsaurer Lésung 
15 g Purinbasensilberverbindungen mit 2,6 g Stickstoff. 
Auf Gesamtstickstoff umgerechnet ergeben sich 9,6°/o Purin- 
stickstoff. Eine Untersuchung der Purinbasen unterblieb. 


b) HefeeiweiB mit Siuren hydrolysiert. 


Bei den folgenden Versuchen wurde das Hefeeiweif ent- 
weder von vornherein durch Kochen mit Séuren abgebaut 
oder es wurde die Aufspaltung durch Selbstverdauung auf 
diesem Wege weiterzufiihren und zu vervollstandigen gesucht. 
Bei dem erforderlichen vielstiindigen Kochen lief} es sich natiir- 
lich nicht vermeiden, dafi ein Teil der Kiweifskérper der vélligen 
Zerstérung anheimfiel und sich mit den Zersetzungsprodukten 
der Kohlehydrate zusammen zum Teil in kohliger Form direkt 
als schwarzer Niederschlag abschied, zum anderen Teil zu- 
nichst kolloidal in Lésung blieb, dann aber beim Ausfallen 
der Schwefelsiure mit Baryt von dem ausfallenden Barium- 
sulfat mit niedergerissen wurde. Uber Menge und Art dieser 
Ausscheidungen gibt folgender Versuch Auskunft: 

Die aus 4 kg Oberhefe (derselben Hefe, von der ein 
anderer Teil zu Versuch V diente) mit 91 g Stickstoff nach 
beendeter Selbstverdauung und Abtrennung der Zellriickstinde 
und des Tyrosins erhaltene Fliissigkeit wurde im Vakuum bei 
50° Badtemperatur eingedampft, bis nur noch wenig tiberging, 
und dann mit 1'/: 1 konzentrierter Salzséure 5 Stunden gekocht. 
Ks schied sich ein schwarzer Kérper ab, der ausgewaschen 
und an der Luft getrocknet 145 g wog und 3,3 g Stickstoff 
enthielt. Mit Alkohol liefen sich daraus betriichtliche Mengen 
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stickstoffarmer schmieriger Massen ausziehen, in kochender 
1 %oiger Salzsiiure oder Natronlauge liste sich je etwa 1/,, 
der im Niederschlag vorhandenen Stickstoffmenge auf. Der 
Riickstand war stets ein amorphes schwarzes Pulver. 

Im Oberhefeversuch Vic wurde die Hefe mit 25%/oiger 
Schwefelsiure hydrolysiert, wie in Oberhefeversuch VII 
genauer angegeben, und die Purinbasen nach Entfernung von 
Huminstickstoff und Ammoniak in salpetersaurer Liésung mit 
Silbernitrat ausgefallt. Eine quantitative Bestimmung erfolgte 
nicht, sondern es wurde auf verschiedenen Wegen versucht, 
neben Guanin und Adenin andere Stoffe in der Silberfallung 
nachzuweisen, doch konnte neben den iiblichen Mengen dieser 
Basen nur ein wenig Xanthin aufgefunden werden. 

Fiir den Unterhefeversuch Ib seien wegen der Fort- 
fiihrung der Beschreibung im folgenden Abschnitt, die sonst 
unverstandlich bleiben wiirde, die Versuchsdaten etwas genauer 
angegeben: 1 kg Hefe wurde mit Schwefelsiiure hydrolysiert. 
Nach beendeter Hydrolyse waren 27 g einer schwarzen Masse 
mit 1,18 g Stickstoff abgeschieden; das Filtrat (2 1) enthielt 
22,2 g Stickstoff, wovon 1,74 (7,30) als Ammoniak (Ab- . 
gang fiir Analysen 105 cem). Die iibergehende fliichtige Base 
war ganz reines Ammoniak, wie wir uns durch Analyse des 
Chlorhydrats iiberzeugten’). Der Bariumsulfatniederschlag 
enthielt 1,24 g Stickstoff (umgerechnet 1,51 g; mit obigen 
1,13 g zusammen sind es also 2,44 g = 10,5 Humin- 
stickstoff). Nach Austreibung des Ammoniaks durch Kochen 
mit Bariumkarbonat wurde die Fliissigkeit auf 21 gebracht; 
es waren darin noch 18,2 g Stickstoff vorhanden, in Uber- 
einstimmung mit dem errechneten Gehalt. 1750 ccm davon 
mit 15,9 g Stickstoff wurden schwefelsauer gemacht; das da- 
bei ausfallende Bariumsulfat schlof} 0,17 g Stickstoff ein. Das 
Filtrat wurde mit Silbersulfat in schwefelsaurer Liésung gefiallt, 
im Filtrat wieder der Stickstoff bestimmt (14,7 g); die Purin- 
basenfraktion enthielt also nur 1,0 g Stickstoff oder um- 





1) Nach N. Iwanoff, Biochem. Zeitschr. Bd. 58, S. 217 (1914), 
entstehen bei der Autolyse der Hefe geringe Mengen organischer Basen 
neben Ammoniak. 
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gerechnet 1,2 g = 5,1 °%. vom Gesamtstickstoff, ein auf- 
fallend niedriges Resultat, das um so bemerkenswerter ist, 
als genau dieselbe Hefe, wie der Versuch Ia zeigt, nach der 
Selbstverdauung einen wesentlich héheren Gehalt von Purin- 
basen aufwies. 

Die jetzt noch folgenden Versuche') sind simtlich nach 
ein und demselben Verfahren durchgefiihrt. Die Arbeitsweise 
sei an Hand eines Versuches beschrieben: 

Oberhefeversuch VII. 1 kg lufttrockene Hefe wurde 
mit 400 g Schwefelsiiure und 500 cem Wasser 15 Stunden 
auf dem Wasserbad erhitzt und dann noch ebenso lange 
am RiickfluBkiihler gekocht. Die Schwefelsiiure ist so be- 
messen, daf} die Fliissigkeit unter Beriicksichtigung des Wasser- 
gehalts der Hefe etwa 25°/o Schwefelsiure enthielt. Nach 
beendeter Hydrolyse wurde auf 2000 ccm aufgefiillt und in 
der dunkelbraunen triiben Fliissigkeit der Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt, er betrug 18,5 g. Zur Bestimmung dient en 
dreimal je 10 ccm; bei der Aufstellung der Stickstoffbilanz ist 
dieser Abgang fiir Analysenproben beriicksichtigt. Weitere 
dreimal je 25 ccm waren zur Ammoniakbestimmung er- 
forderlich; gefunden 1,43 g Stickstoff oder 7,7°/o vom Ge- 
samtstickstoff. Nun wurde zur Enifernung der Hauptmenge 
Schwefelsiiure in der Wirme aufgeschlimmter Atzbaryt so 
lange hinzugesetzt, bis die Fliissigkeit nur noch schwach sauer 
reagierte. Der Zusatz mul} sehr vorsichtig erfolgen, da sonst 
leicht Uberschéumen eintritt. Der Niederschlag (iiber 900 g) 
enthielt neben Bariumsulfat stickstoffhaltige Huminsubstanzen. 
Trotz vielmaligen Auskochens und griindlichen Nachwaschens 
betrug sein Stickstoffgehalt noch immer 1,52¢g. Zur Aus- 
treibung des Ammoniaks wurde die noch schwach saure 
Fliissigkeit durch Eintragen gepulverten Natriumkarbonats 
neutralisiert, dann mit noch 20 g kalzinierter Soda im Uber- 
schuf versetzt und einige Stunden in einer grofen Porzellan- 
schale auf dem Wasserbad erhitzt und gleichzeitig eingeengt. 
Ks schied sich noch eine geringe Menge Niederschlag ab mit 





‘) Entnommen aus der Inauguraldissertation von F. ten Doornkaat - 
Koolman, Greifswald 1921. 
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0,06 g Stickstoff. Zusammen betrug der Huminstickstoff 
somit 1,6 g oder 8,9 °/o vom Gesamtstickstoff. 

Da die Ausfallung der Purinbasen in schwefelsaurer Lisung 
erfolgen soll, wurde die Fliissigkeit nach Entfernung des Ammo- 
niaks mit Schwefelsiure neutralisiert, mit 20 ccm konzentrier- 
ter Schwefelséure angesiuert, eingeengt und zwecks erneuter 
Stickstofibestimmung auf ein bestimmtes Volumen (1800 ccm) 
aufgefillt. Ein dabei auftretender sehr geringer Niederschlag 
blieb unberiicksichtigt. Der Stickstoffgehalt betrug 14,7 g, 
wihrend man 14,5 g hatte erwarten sollen, némlich 18,5 g in 
der Ausgangshefe, vermindert um 1,6 g Huminstickstoff, 1,4 g 
Ammoniakstickstoff und 1,0 g in den Analysenproben. 

Von diesen 1800 ccm wurden nur ?/, mit 9,8 g Stickstoff 
der Silbersalztrennung unterworfen. Sie wurden zu dem Zweck 
mit 40 g Silbersulfat, gelést in 2%/, 1 kochender 1°/oiger 
Schwefelsdure, versetzt, wobei sofort eine erhebliche Abschei- 
dung graugelber Massen eintrat. Nachdem die Fliissigkeit 
2 Tage unter haufigem Umschiitteln stehen geblieben war, 
wurde sie abgesaugt und mit ganz verdiinnter Schwefelsiure 
griindlich ausgewaschen. Das Filtrat diente zur Bestimmung 
der Diaminosauren (vgl. den folgenden Abschnitt), der Nieder- 
schlag wurde mit heifier verdiinnter Salzsiure zerlegt, das 
Chlorsilber haufig mit verdiinnter Salzsiure ausgekocht und 
das dunkelbraune Filtrat im Vakuum eingeengt, zunachst 
zwecks Stickstoffbestimmung auf 11, nachher zur Trockne. 
Der Stickstoffgehalt ergab sich zu 0,75 g, das sind auf 1 kg 
Hefe umgerechnet 1,19 g = 6,4 °/ vom Gesamtstickstoff. 

Beim Eindampfen der salzsauren Lésungen im Vakuum trat 
meist sehr heftiges Schiumen ein. In diesem Versuch war es 
so stark, daf} das Eindampfen iiberhaupt erst nach Zusatz von 
30 ccm Paraffiné] zu Ende gefiihrt werden konnte. Die Lé- 
sungen schiumten wesentlich schwicher, wenn der Silber- 
niederschlag vorher mit Ammoniak digeriert war, was, wenn 
von vornherein geniigend Silbersalz zugesetzt ist, unbedenklich 
geschehen kann. — Die Purinbasenfraktion war stets sehr 
unrein. Wir haben wiederholt die Trennung nach Kriiger 
und Schittenhelm durchgefihrt, sie ging aber schlecht. Das 








Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. II. 227 


Guanin fiel aus der schwach ammoniakalischen Lésung nur 
schwierig aus, meist war es erforderlich, das Ammoniak wieder 
zum grofien Teil oder véllig zu verjagen. Dann war aber dem 
ausfallenden Guanin wieder Adenin beigemischt. Offenbar ver- 
tragen die Purinbasen das sehr lange Kochen mit der 25 °/oigen 
Siure nicht und werden dabei zum Teil zersetzt. Als 1 g 
Adenin 22 Stunden mit 50 ccm 30°%/oiger Schwefelsdiure ge- 
kocht wurde, lief} sich nachher kaum noch ein Viertel als 
Pikrat wiedergewinnen, die Mutterlauge enthielt ein leichter 
lésliches unbekanntes Pikrat vom Zersetzungspunkt 210—215° 
(vielleicht unreines Hypoxanthinpikrat) und aufierdem erheb- 
liche Mengen von Ammoniumpikrat. — Es ist schon im An- 
fang dieser Abhandlung darauf hingewiesen, dafi infolge der 
teilweisen Zersetzung der Purinbasen bei der Séurehydrolyse 
die als Gesamtpurinstickstoff gefundene Stickstoffmenge stets 
geringer ist, als sie nach der Selbstverdauung in der Regel 
festgestellt wurde, nimlich 5—7°/o gegen 7!/,—8°/o vom Ge- 
samtstickstoff. — Aus diesem Grunde haben wir von einer 
genauen Durchfiihrung der Trennung der Purinbasen nach der 
Sdurehydrolyse abgesehen und uns darauf beschrankt, nachzu- 
weisen, daf} auch hier Guanin und Adenin hauptsichlich auf- 
treten. 

Die Oberhefeversuche VIIIa und b verliefen in durchaus 
analoger Weise, es ist den Angaben der Tabelle nichts hinzu- 
zufiigen. Der Oberhefeversuch 1X ist mit einer obergirigen 
Betriebshefeaus der Hessischen und Herkulesbierbrauerei 
zu Greifswald aus dem Jahre 1919 angestellt, die Hefe, die 
zu Unterhefeversuch III Verwendung fand, entstammte der 
Hessischen und Herkulesbierbrauerei zu Cassel im 
Jahre 1920. 


ill. Die Diaminosauren. 


Der Nachweis, dafi die als typische Eiweifspaltprodukte 
bekannten Diaminoséiuren Histidin, Arginin und Lysin auch 
bei der Spaltung des Hefeeiweifies auftreten, ist zuerst von 
Fr. Kutscher') erbracht worden. Er iiberliefi untergirige 





1) Diese Zeitschr. Bd. 32, 8S. 59 (1901). 
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Brauereihefe der Selbstverdauung und isolierte die Diamino- 
siuren nach dem bekannten Verfahren von A. Kossel’), 
M. Schenck*) untersuchte in gleicher Weise obergirige 
Brauerei- und Brennereihefe und eine Kahmhefe, fand aber 
nur eine der Diaminoséuren, das Lysin in allen untersuchten 
Hefen, Histidin in keiner und Arginin auch nur in einer, in 
der obergirigen Brauereihefe. Nicht Hefe selbst, sondern mit 
Hilfe von Ather aus untergiriger Brauereihefe gewonnenes 
Eiweif hat R. Schréder*) zu seinen Versuchen benutzt; er 
fand ebenso wie Kutscher alle drei Diaminosaduren nebenein- 
ander. Zum selben Resultat kamen P. Thomas und S. Kolod- 
ziejska*), die gleichfalls aus untergiriger Brauereihefe iso- 
lierte Kiweifistoffe analysierten. Nach diesen Arbeiten hatte 
es den Anschein, als ob sich Ober- und Unterhefe in grund- 
legender Weise durch ihren Gehalt an Diaminosiuren unter- 
schieden. Die Nachpriifung hat dieses von vornherein wenig 
wahrscheinliche Ergebnis der Arbeit Schencks nicht bestitigt, 
unsere Untersuchungen haben ergeben, dafi obergirige Brennerei- 
hefe ebensogut alle drei Diaminosaduren enthalt wie die Unter- 
hefe. Unsere Bemiihungen waren auch in diesem Falle, genau 
wie bei den Monaminosiuren und Purinbasen hauptsiachlich 
darauf gerichtet, den Gehalt der Hefe an Diaminosiuren quanti- 
tativ zu ermitteln. In dieser Hinsicht waren unsere Kennt- 
nisse bisher sehr diirftig. 

Kutschers Untersuchung laft nur eine sehr vorsichtige 
quantitative SchluBfolgerung zu. Es fehlt bei ihm die An- 
gabe, wieviel Hefe er verwandt. hat und wie grof} der Stick- 
stoffgehalt dieser Hefe war; er sagt dariiber weiter nichts, als 
daB er 31 einer untergirigen Brauereihefe benutzt habe, 
,»welche die Konsistenz von diinnem Kleister besaB‘. Aber 
man kann immerhin seine Werte unter sich vergleichen: 
Kutscher hat je etwa 0,6—0,7 g Guanin und Adenin ge- 





1) Diese Zeitschr. Bd. 22, S, 182 (1896); Bd. 25, S. 177 (1898); 
Bd. 31, S. 165 (1900). 

*) Wochenschr. fiir Brauerei Bd. 22, S. 221 (1905). 

5) Hoffmeisters Beitriige Bd. 2, S. 389 (1902). 

‘) Comptes rendus Bd. 157, S. 243 (1918). 
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funden, welche beide zusammen 0,6—0,7 g Stickstoff ent- 
halten. Nach den Bestimmungen, die in dem voranstehenden 
Abschnitt mitgeteilt sind, sind durchschnittlich 8°/o vom Ge- 
samtstickstoff der Hefe als Purinstickstoff vorhanden; man 
kann demnach annehmen, dafi Kutschers 31 diinnbreiiger 
Hefe etwa 8—10 g Stickstoff enthalten haben. Kutscher 
fand ferner 0,8 g Histidindichlorid (0,15 g Stickstoff), 12 g 
Argininnitrat (2,7 g Argininstickstoff) und 14 g Lysinpikrat 
(1,05 g Lysinstickstoff). Bezieht man diese Zahlen auf die 
oben annahernd errechnete Menge Stickstoff im Ausgangs- 
material, so kommt man fiir Histidin- und Lysinstickstoff auf 
2 und 12°/o, das sind Werte, die sich mit unseren nachfolgenden 
Bestimmungen wenigstens einigermafien decken; ein wirkliches 
Ubereinstimmen kann man bei der rohen Schitzung, die oben 
vorgenommen ist, unméglich erwarten. Fiir Argininstickstoff 
aber ergibt sich der vollkommen unmégliche Wert von 30°/o 
vom Gesamtstickstoff. Vielleicht liegt ein Druckfehler vor 
und es soll statt 12 g Argininnitrat 1,2 g heifen. 

Schencks Angaben lassen sich in quantitativer Hinsicht 
gar nicht verwerten. Schréder fand in aus untergiriger 
Brauereihefe gewonnenem Eiweif} 3,3°/o Histidin-, 6,5°/o Ar- 
ginin- und 13,8°/o Lysinstickstoff, bezogen auf den Gesamt- 
stickstoffgehalt seines Eiweifistoffs. P. Thomas und S. Kolod- 
ziejska isolierten, ebenfalls aus untergiriger Brauereihefe, 
zwei verschiedene Kiweifistoffe, ein Nucleoproteid und ein Al- 
bumin und fanden in ihnen 26,4 bezw. 23,8°/o mit Phosphor- 
wolframsiure fallbaren Stickstoff, ferner im einzelnen 4,7 
bezw. 3,4°/o Histidin-, 7,6 bezw. 7,9%o Arginin- und 5,1 
bezw. 8,5°/o Lysinstickstoff. In welcher Weise und in welchem 
Verhaltnis die Diaminosiuren am Aufbau des Gesamthefe- 
eiweifies beteiligt sind, darauf lassen die zuletzt angefiihrten 
Arbeiten natiirlich keine Riickschliisse zu. 

Unsere eigenen Versuche haben auch nicht die erwiinschte 
Sicherheit iiber den Gehalt der verschiedenen Hefen an Di- 
aminosiuren erbracht. Als sicher feststehendes Ergebnis darf 
betrachtet werden, daf} in allen Kulturhefen simtliche drei 
als Spaltprodukte der Eiweifistoffe normalerweise auftretenden 
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Diaminosauren in betraichtlicher Menge vorkommen. Aber iiber 
die Mengenverhaltnisse kénnen wir nur hinsichtlich des Lysins 
zuverlassige Angaben machen; der Lysingehalt der Hefe be- 
trigt etwa 7—10°/o. Die Werte fiir Histidin und Arginin 
dagegen schwanken auch in unseren am besten durchgefiihrten 
Versuchen nicht unerheblich. Wir fanden in je einem gut ge- 
lungenen Versuch bei Oberhefe (VII) 3,3°o Histidin- und 
2.8°/o Argininstickstoff, bei Unterhefe (II) 3,5°/o Histidin- und 
10°/o Argininstickstoff; in anderen — allerdings weniger gut 
gelungenen — Versuchen aber auch fiir beide Hefen ein ganz 
anderes Verhaltnis der zwei Basen. Ob das an der tatsichlich 
verschiedenen Zusammensetzung der Hefe liegt oder an Fehlern 
der Arbeitsmethode, miissen spitere Versuche lehren. 

Wie in den iibrigen Teilen dieser Untersuchung, so haben 
wir auch bei der Priifung auf Diaminosiuren teils mit der 
Autolyse, teils mit der Siurehydrolyse gearbeitet. Nachdem 
wir uns in den ersten Versuchen der Selbstverdauung be- 
dient hatten, kamen uns Bedenken, ob nicht bei der Selbst- 
verdauung ein grofer Teil der Diaminoséuren zerstért wiirde. 
Auf die Méglichkeit der Zersetzung des Arginins hat K. Shiga’) 
hingewiesen. Ankniipfend an eine Beobachtung von A. Kossel 
und H. D. Dakin®), wonach tierische Organe ein Enzym ent- 
halten, welches Arginin in Harnstoff und Ornithin zerlegt, 
unterwarf er Argininlésungen von bekanntem Gehalt der Ein- 
wirkung von Hefeprebsaft und konnte eine erhebliche Ab- 
nahme des Argininstickstoffs bei gleichzeitiger Zunahme des 
Ornithin- und Harnstoffstickstoffs beobachten. Damit ist die 
Gegenwart einer Arginase in Hefe erwiesen. Da wir gerade in 
einem Autolyseversuch die weitaus gréfte Menge von Arginin 
(10°/o vom Hefestickstoff) gefunden haben, kann indessen der 
Arginasegehalt der Hefe kein grofer sein. Ins Gewicht fallende 
Unterschiede, je nach dem Arbeitsverfahren, ob Selbstver- 
dauung oder Saurehydrolyse, haben wir bei der Bestimmung 





1) Diese Zeitschr. Bd. 42, S. 502 (1904), A. Kiesel, Diese Zeitschr. 
Bd. 75, S. 169 (1911), berichtet iiber analoge Beobachtungen bei anderen 


Pflanzen. 
%) Diese Zeitschr. Bd. 41, S. 321 (1903); Bd. 42, S. 181 (1904). 
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der Diaminoséuren nicht gefunden; indessen sind, wie schon 
erwihnt, unsere Werte so schwankend, dafi man daraus keine 
sicheren Schliisse ziehen kann. 

Die Trennung der Diaminosiuren erfolgte nach der von 
A. Kossel angegebenen Methode, in den spiteren Versuchen 
ausschlieBlich nach der von F. Weif!) beschriebenen Modi- 
fikation. Ein Vorteil der Methode besteht darin, dafi sie 
infolge der Verwendung von Silbersulfat an Stelle des 
Nitrats eine stindige Kontrolle des Versuchsverlaufs durch 
Kjeldahlbestimmungen erméglicht. Nur bei der Histidin- 
Arginintrennung weicht die Vorschrift von ihrem Prinzip ab 
und arbeitet mit Silbernitrat. Wir haben mehrmals versucht, 
diesen Ubelstand zu beseitigen und auch hier das Nitrat durch 
das Sulfat zu ersetzen — mit vollem Mifierfolg, offenbar aus 
folgender Ursache. Weifi neutralisiert die schwefelsaure 
Histidin-Argininlésung genau mit Baryt, fallt die alsdann noch 
gelésten Anteile von Schwefelsiure mit Bariumnitrat, sduert 
mit Salpetersiiure schwach an, versetzt mit Silbernitrat und 
fallt dann das Histidinsilber durch genaues Neutralisieren mit 
Bariumkarbonat aus. Will man dagegen die Nitrationen ver- 
meiden, so mufi§ man die letzten Reste von Schwefelsiure 
mit Baryt oder Bariumkarbonat entfernen, dabei nimmt aber 
die Lésung alkalische Reaktion an, und wenn man nun mit 
Silbersulfat versetzt, so fallt, da die Reaktion der Fliissigkeit 
nicht neutral, sondern eben alkalisch ist, ein Teil des Arginin- 
silbers mit aus. 

Kiner besonderen Erlauterung bedarf noch die Berechnungs- 
weise der Versuchsergebnisse. Der Stickstoffgehalt aller Lé- 
sungen und Niederschlige wurde durch mindestens zwei Parallel- 
bestimmungen nach Kjeldahl ermittelt. Die zu Analysen- 
proben verbrauchte Stickstoffmenge mufite bei der Berechnung 
der Resultate beriicksichtigt werden. Dasselbe gilt fiir den 
Fall, dafi in einem Niederschlag, z. B. im Phosphorwolframat- 
niederschlag, sich bei der Zerlegung mit Baryt nicht aller 
Stickstoff wieder in Lésung bringen liefi, sondern vom Barium- 





1) Diese Zeitschr. Bd. 52, S. 107 (1907). 
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phosphorwolframat adsorbiert blieb; es ist dann stets an- 
genommen, dafi die nicht mehr in Lésung zu bringende stick- 
stoffhaltige Substanz dieselbe Zusammensetzung hatte wie die 
in Lésung gehende, und demgemaf ist die Rechnung aufge stelli. 
Gelegentlich ist auch nur ein Teil der Gesamtfliissigkeit zur 
weiteren Untersuchung verwandt worden. Auf alle derartige 
Umrechnungen bezieht sich der stiindige Zusatz zu den Er- 
gebnissen der direkten Bestimmungen: ,umgerechnet .. .“ 
Bei sorgfaltigem Arbeiten gelingt es, durch sehr zahlreiche 
Kjeldahlbestimmungen in jedem Stadium des Versuchs von 
dem gesamten Stickstoffgehalt der Hefe Rechenschaft zu geben, 
so daf} sich bis zum Schluf nur wenige Zehntel Gramm Stick- 
stoff der Kontrolle entziehen (vgl. im Versuchsteil den Ober- 
hefeversuch VII). 

Im AnschluB an die Bestimmung der Diaminosiuren haben 
wir in einer ganzen Reihe von Versuchen auch den Cholin- 
gehalt ermittelt, und zwar durch Umwandlung in das in Alko- 
hol schwer lésliche Quecksilberchloriddoppelsalz. Der Cholin- 
stickstoffgehalt der Hefe ergab sich zu 0,3—0,4 °/o. 

Gelegentlich haben wir auch das von D. D. van Slyke’) 
vorgeschlagene Verfahren zur Bestimmung der Diaminosauren 
zu unseren Versuchen mit herangezogen. Die Ergebnisse 
stimmten manchmal gut, manchmal weniger gut mit den nach 
dem Kosselschen Verfahren gewonnenen Resultaten iiberein; 
das Niahere findet man im Versuchsteil. 


Versuche. 
Mit selbstverdauter Hefe. 


Unser erster Versuch, die Diaminosiuren zu bestimmen, 
bildet eine Fortsetzung des Oberhefeversuchs IV, dessen Anfang 
im vorigen Abschnitt (S. 216) beschrieben ist. Wir arbeiteten 
auch in seinem weiteren Verlauf nach dem zuerst von 
Kutscher, spater von Schenck eingehaltenen Verfahren; 
Histidin nachzuweisen gelang gar nicht, Arginin fanden wir 
in geringer Menge, Lysin reichlich. Nur die Bestimmung 





‘) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 43, S. 3170 (1910); Bd. 44, S. 1684 (1911). 
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des Cholins wurde quantitativ durchgefiihrt, es wurden 7 g 
Quecksilberchloriddoppelsalz, C,H,,ONCl - 6HgCl,, vom rich- 
tigen Schmelzpunkt 242° erhalten. Das entspricht 0,06 g 
Cholinstickstoff oder 0,3 °/o vom Gesamtstickstoff. 

In den nachsten Versuchen gingen wir zu der von F. Wei 
beschriebenen Ausfiihrungsform iiber. Es sei zunichst ein 
Versuch mit untergiriger Brauereihefe beschrieben, die Fort- 
setzung des im vorigen Abschnitt (S. 222) mitgeteilten Unter- 
hefeversuchs II: Nach der Ausfallung der Purinbasen blieben 
9,6 g Stickstoff in etwa 10 | Fliissigkeit. Aus dieser Lésung 
wurden mit Silbersulfat (es waren noch etwa 65 g erforderlich) 
und Baryt (ca. 1 kg) das Histidin und Arginin als Silber- 
verbindungen niedergeschlagen, die Fillung ausgewaschen 
und nach dem Verreiben mit Sand mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Im Niederschlag (Sand, Bariumsulfat, Schwefelsilber, 
im ganzen nahezu 600 g) blieben 0,36 g Stickstoff, das Filtrat 
(iiber 4 1) enthielt 4,05 g Stickstoff, wovon 0,1 g zu Analysen 
verbraucht wurden (zusammen 4,4 g Histidin-Argininstickstoff, 
umgerechnet 7,0 g = 16°/o). Nach Einengen der Fliissigkeit 
auf 1 | wurde das Histidinsilber ausgefallt, im Filtrat davon 
das Argininsilber. Beide Niederschlige wurden bis zum Ver- 
schwinden der Salpetersiiurereaktion mit verdiinntem Baryt- 
wasser ausgewaschen, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
sowohl im Riickstand wie in den erhaltenen Liésungen der 
Stickstoffgehalt bestimmt. Der im wesentlichen aus Schwefel- 
silber und Bariumsulfat bestehende Riickstand enthielt bei der 
Histidinfraktion 0,10 g Stickstoff, die Histidinlésung selbst 
0,74 g, der viel geringere Riickstand bei der Argininfraktion 
nur 0,01 g, die Argininlésung 2,43 g Stickstoff. 

Im Filtrat vom Argininsilber waren noch 0,1 g Stickstoff 
mit Phosphorwolframsaure fallbar; es muf im ganzen noch 
0,7 g, nimlich 4,05 g — (0,10+0,10+0,74+ 0,01 + 2,43 g) 
organisch gebundenen Stickstoff enthalten haben, wegen der 
Verwendung von Salpetersiure war das aber nicht direkt 
feststellbar. Es handelt sich dabei zweifellos um Stickstoff- 
verbindungen ganz anderer Art, die von dem Histidin-Arginin- 
silberniederschlag, der auch grofje Mengen von Bariumsulfat 
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und -karbonat enthielt, wohl nur mechanisch mit nieder- 
gerissen sind. 

Die Histidinlésung, die urspriinglich 0,74, nach Abgang 
der Analysenproben noch 0,66 g Stickstoff enthielt, wurde 
auf Pikrolonat verarbeitet; es ergaben sich 4,4 g (statt der 
berechneten 6,6 g) nicht ganz reines Pikrolonat vom Zer- 
setzungspunkt gegen 210°'). Als Histidinstickstoff ist 
der gesamte Stickstoffgehalt der Histidinsilberfraktion, also 
0,84 g, einzusetzen*). Rechnet man diesen Wert auf Gesamt- 
hefestickstoff um, so findet man, dafi in 42,9 g Stickstoff der 
Hefe 1,5 g Histidinstickstoff, entsprechend 3,5°/o, vorhanden 
sind. In analoger Weise ergeben sich fiir Argininstickstoff 
4,3 g oder 10°/o. Auch in diesem Falle wurde das tatsich- 
liche Vorliegen von Arginin durch Umwandlung in das Pikro- 
lonat bestatigt: ein Teil der Lésung lieferte 3,0 g (statt der 
berechneten 4,2 g) bei 110° getrocknetes Pikrolonat vom rich- 
tigen Schmelzpunkt 231—232°. 

Das Filtrat vom Histidin-Argininsilberniederschlag, die 
Lysinfraktion, einschlieflich Waschwisser etwa 15 1, wurde 
von Silber und Barium befreit, der Niederschlag (etwa 430 g) 
enthielt 0,2 g Stickstoff. Das Filtrat wurde auf 2 | eingeengt, 
in ihm waren 4,9 g Stickstoff vorhanden. Damit sind die 9,6 g 
Stickstoff, die nach Ausfallung des Purinstickstoffs noch vor- 
handen waren, restlos wiedergefunden. Nach Ausfiihrung der 
Stickstoffbestimmungen wurde die Lésung mit Baryt versetzt, 
bis alle Schwefelsiure gefallt war, wobei alkalische Reaktion 
eintrat, und zum Sirup eingedampft; dabei ging gleichzeitig 
das bei der Autolyse und den nachfolgenden Operationen aus 
der Hefe entstandene Ammoniak fort. Aus dem Riickstand 
wurden 380 g kristallisiertes Pikrat gewonnen, welches indessen 
etwa 5 g Kaliumpikrat enthielt; fiir Lysinpikrat bleiben also 
25 g, welche nahezu den richtigen Schmelzpunkt (240 —250°) 
besafien und aus Wasser gut kristallisierten. Die Zusammen- 
setzung wurde durch eine Analyse sichergestellt: 





1) Nach P. Brigl, Diese Zeitschr. Bd. 64, S. 339 (1910), liegt der Zer- 
setzungspunkt bei 232°. 
*) F. WeiB, Diese Zeitschr. Bd. 52, S. 112 (1907). 
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0,1518 g gaben 0,2152 g CO, und 0,0704 g H,0. 
C,H,,O,N, - C,H,0,N;. Ber. C 38,4, H 4,5. 
Gef, C 38,7, H 5,1. 


Aus den 25 g Pikrat errechnen sich 1,9 g Lysinstickstoff, 
das sind umgerechnet 3,3 g = 7,5 %/. 


Nachdem die Liésung an Lysinpikrat erschépft war, wurde 
mit Salzsiiure angesiuert, die Pikrinsiiure mit Ather entfernt, 
von etwas Harz abgegossen und die wifrige Fliissigkeit ein- 
gedampft. Der sirupése Riickstand war in Alkoho] vollkommen 
léslich und gab mit viel Quecksilberchlorid einschlieSlich Mutter- 
laugenverarbeitung im ganzen 6,5 g Cholinquecksilberchlorid, 
entsprechend 0,05 g Stickstoff; das sind umgerechnet 0,09 g 
Cholinstickstoff = 0,2°/o vom Gesamtstickstoff. 


Eine Stickstoff bestimmung im Filtrat vom Cholinquecksilber- 
chlorid ergab das Vorhandensein von noch 0,8 g Stickstoff, die 
darin in Verbindungen nicht aufgeklarter Art, zum grofen Teil 
sicher Monaminosiuren'), die bei der Phosphorwolframsaure- 
fallung mitgerissen wurden, enthalten sind. Von dem in der 
Lysinfraktion anfiinglich vorhandenen Stickstoff (4,9 g) sind 
nur 2,9 g wieder aufgefunden, der Rest (2 g) ist sicher zum 
grdfiten Teil als Ammoniakstickstoff in Rechnung zu setzen und 
beim Eindampfen der alkalischen Fliissigkeit nach Ausfallung 
des Histidin-Argininniederschlags entwichen; ein Bruchteil ist 
natiirlich auch als Arbeitsverlust bei den mannigfachen Opera- 
tionen zu buchen. Direkt bestimmt worden ist der Ammoniakstick- 
stoff in diesem Versuche nicht, aber die 8 °/o vom Gesamtstickstoff, 
die nach obiger Annahme sich schitzungsweise ergeben wiirden, 
erscheinen durchaus méglich. 


Dies ist der einzige Autolyseversuch, der vollkommen 
durchgefiihrt wurde. Noch in einem Falle, im Oberhefe- 
versuch VI a, haben wir im Autolysesaft den nach beendeter 


') Vgl. E. Fischer, Ber, d. deutsch. chem. Ges, Bd. 39, S. 546 (1906). 
Nach E. Winterstein, Diese Zeitschrift Bd. 34, S. 153 (1901), wird be- 
sonders Cystin mitgefallt, nach R.H A. Plimmer, Chem. Zentralbl. 1914, 
Bd. I, 8S. 575, ist dessen Fallung durch Phosphorwolframsaure sogar 
nahezu vollstindig. 
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y, 
Selbstverdauung mit Phosphorwolframsiure fillbaren Stickstoff 


bestimmt und erheblich niedriger als oben, naimlich zu 32 °/o, 
gefunden. / 

Dagegen sind noch eine ganze ‘Reihe von Versuchen an- 
gestellt worden, in welchen das Eiweib der Hefe durch Saiure- 
hydrolyse aufgespalten wurde. Hs sei zunichst der best ge- 
lungene Versuch beschrieben und gh diesem Beispiel die Arbeits- 
methode erlaiutert. Es ist die Fgrtsetzung des Oberhefever- 
suchs VII (s. den vorigen Abgfhnitt S. 225). Das Filtrat von 
den Purinbasensilberverbindungen wurde stark eingeengt und auf 
1700 cem gebracht. Stickstoffgehalt 9,04 g (20 ecm Lésung 
verbraucht), umgerechnet 14,3 g (77,5°/o). Die Trennung der 
Diaminosiuren erfolgte nach Weifi. Nach Zerlegen des mit Sand 
verriebenen Histidin-Argininniederschlags mit Schwefelwasser- 
stoff und haufigem Auswaschen mit kochendem Wasser waren 
in der eingeengten Fliissigkeit (1200 ccm) 1,24 g Stickstoff ent- 
halten (250 cem verbrancht), umgerechnet 2,0 g Histidin-Arginin- 
stickstoff (11°/o). Aus der Lésung wurde die Schwefelsiure 
zum grofien Teil entfernt, das Filtrat auf 700 ccm eingedampft 
und das Histidin mit Silber in neutraler Lésung abgeschieden, 
nachher das Arginin durch Sattigen mit Baryt. Beide Silber- 
niederschlage wurden mit Schwefelwasserstoff zerlegt; in der 
gewonnenen Histidinlésung (500 ccm) wurden 0,30 g Stickstoft 
gefunden, umgerechnet 0,60 g (3,3°/,); 350 cem der Lésung 
mit 0,21 g Stickstoff heferten 1,18 g (57°/, der berechneten 
Menge) Histidinpikrolonat vom Zersetzungspunkt gegen 
200°. Die Argininlésung (400 ccm) enthielt 0,26 g Stickstoff, 
umgerechnet 0,52 g = 2,8°/, vom Gesamtstickstoff. 250 ccm 
der Lésung mit 0,16 g Stickstoff gaben 1,3 g, d.i. genau die 
aus dem Stickstoffgehalt sich errechnende Menge Arginin- 
pikrolonat. Der Zersetzungspunkt des Praparats lag bei 
220—225°, es war also nahezu vollkommen rein. 

Vom Stickstoff der Histidin-Argininfraktion wurde nur 
wenig mehr als die Halfte als Histidin- bezw. Argininstickstoff 
charakterisiert. Der fehlende Rest steckt nur zu einem sehr 
geringen Teil in den aufs sorgfaltigste ausgewaschenen Nieder- 


schlagen, die Hauptmenge des Fehlbetrags geht in das Filtrat 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 17 
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vom Argininsilber tiber; im Unterhefeversuch II ist bereits 
auf diesen Umstand hingewiesen. 

Das Filtrat vom Histidin-Argininsilber enthielt nach Ent- 
fernung des Silbers und Konzentrierung auf 800 ccm 7,45 g 
Stickstoff (20 cem verbraucht); auf die angewandte Hefe be- 
rechnen sich daraus 12 g Lysin- und Monaminosiaurestickstoff 
(65°/,). Hier fehlen 0,24 g (umgerechnet 2 °/,) Stickstoff; sie 
miissen in dem nicht auf seinen Stickstoffgehalt untersuchten 
mehrere hundert Gramm schweren Riickstand (Sand, Schwefel- 
silber, Bariumsulfat) der Zerlegung der Histidin-Argininsilber- 
verbindungen durch Schwefelwasserstoff geblieben sein. Nur 
730 ccm mit 6,8 g Stickstoff wurden auf Lysin weiter verarbeitet, 
also zunichst mit Phosphorwolframsiéure gefallt. Das beim 
Zerlegen des Niederschlags zuriickbleibende Bariumphosphor- 
wolframat (200 g) hielt 0,125 g Stickstoff zuriick, in der Lésung 
(700 ccm) waren 1,35 g Stickstoff vorhanden, zusammen 1,48 g. 
Daraus berechnen sich auf die angewandte Hefe 2,6 g Stickstoff 
in der Lysinfraktion = 14°/, vom Gesamtstickstoff. 610 ccm 
der Lésung mit 1.18 g Stickstoff gaben 7,8 g rohes, aus Wasser 
gut kristallisierendes Lysinpikrat statt der aus dem Stickstoff- 
gehalt sich berechnenden 15,3 g. Man darf also nur etwa 
die Halfte des Stickstoffs der Lysinfraktion als Lysinstickstoff 
einsetzen, so ergeben sich 7°/, Lysinstickstoff. — Der 
Nichtlysinstickstoff der Fraktion wurde nicht weiter untersucht. 
— Im Filtrat vom Lysinphosphorwolframat waren noch 5,3 g 
Stickstoff enthalten; auf 1 kg Hefe umgerechnet macht das 
9,3 g Monaminosaurestickstoff = 50 °/). 

Von dem gleichen Hydrolysesaft, der zu dem oben ausfihrlich 
beschriebenen Versuch benutzt war, wurden 200 cem mit 1,64 g 
Stickstoff nach Entfernung von Humin- und Ammoniakstick- 
stoff direkt mit Phosphorwolframsiaure gefallt. Nachdem der 
Phosphorwolframsaureniederschlag mit Baryt zerlegt war, ent- 
hielt das Bariumphosphorwolframat (53 g) 0,07 g, die davon 
abgesaugte Lisung 0,40 g Stickstoff, zusammen also mit Phosphor- 
wolframsadure fallbar 0,47 g, umgerechnet 4,5 g = 24% vom 
Gesamtstickstoff. Im Filtrat vom Phosphorwolframséurenieder- 
schlag wurden 1,07 g Stickstoff gefunden, umgerechnet 10,2 g, 
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” entsprechend 55 °/o Monaminosiurestickstoff. 0,1 g (5%) ent- 
zogen sich dem Nachweis. 

r In demselben Versuch haben wir ferner unter Benutzung 

3 der Angaben von D. D. van Slyke eine Bestimmung der Di- 

. aminoséuren durchzufiihren versucht. Wir kochten zunichst 


einen Teil der oben erhaltenen Histidin-Argininlésung 6 Stunden 
lang mit Natronlauge und fingen das iibergehende Ammoniak 
in 7/,, n-Salzsiure auf. Es ergab sich, dafi fast genau ein 
Viertel der darin enthaltenen Stickstoffmenge als Ammoniak 
entwich. Daraus berechnet sich nahezu die doppelte Menge 
: Arginin, als oben nach Kossel gefunden ist. Das Histidin 
) : ergibt sich aus der Differenz zwischen Gesamtstickstoff und 
Argininstickstoff; die Zahl ist ganz unzuverlissig. Auch eine 
: Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke in der 
| : gleichen Fraktion ergab keine brauchbaren Werte. Dagegen 
4 entwickelte die nach Kossel erhaltene reine Argininlésung 

mit salpetriger Saéiure genau so viel Stickstoff, wie sich nach 

@ van Slyke berechnet, ein weiterer Beweis dafiir, dafi} ganz 

: reines Arginin vorlag. Die Histidinlésung enthielt weniger 


'  Aminostickstoff, als bei Vorliegen von reinem Histidin zu er- 
E warten war; es miissen demnach dem Histidin Stoffe beigemischt 
: gewesen sein, die nicht mit salpetriger Séure unter Stickstoff- 


entwicklung reagieren. Dieser Befund steht im Einklang mit 
dem Ergebnis der Pikrolonatmethode, welches gleichfalls dafiir 
spricht, daB die Histidinfraktion noch Verunreinigungen enthalt. 

Die iibrigen Angaben der Tabelle bediirfen nur noch in 
wenigen Fallen einer Erginzung. Im Oberhefeversuch Vie 
p wurde das Quecksilberchloriddoppelsalz des Cholins in das 
} Platinchloriddoppelsalz umgewandelt und letzteres analysiert. 
‘Es schmolz nach dem Umkristallisieren aus verdiinntem Al- 
kohol gegen 240° (bei 235° beginnende Braunfarbung, bei 
240° Aufschéiumen) *). | 

0,1006 g Substanz lufttrocken gaben 0,0311 g Pt. He 


(C,H,,ONCl),PtCl, + H,0O. Ber. Pt 30,7. 
Gef. Pt 30,9. 





1) E. Schmidt, Archiv f. Pharmacie Bd. 229, S. 469 (1891). 
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Im Unterhefeversuch Ib (S. 224) wurden von den 2 | 
Fliissigkeit, die nach Aufspaltung der LEiweifistoffe mit 
Schwefelsiure, Entfernung von Humin- und Ammoniakstick- 
stoff erhalten waren, zunichst 200 ccm mit 1,82 g Stickstoff 
abgenommen und darin der mit Phosphorwolframsaure fill- 
bare Stickstoff bestimmt. Die Lésung wurde schwach schwefel- 
sauer gemacht, wobei mit dem ausfallenden Bariumsulfat 
0,02 g Stickstoff mitgerissen wurden, dann mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt und der Phosphorwolframatniederschlag 
mit Baryt zerlegt. Im Bariumphosphorwolframat blieben 0,10 g, 
in die Lésung gingen 0,47 g Stickstoff, zusammen 0,57 g; 
umgerechnet auf 1 kg Hefe 6,1 g mit Phosphorwolframsiure 
fillbarer Stickstoff = 25°/o vom Gesamtstickstoff. 

In der Hauptmenge des Autolysesaftes, 1750 ccm mit 
15,9 g Stickstoff, wurden, wie bereits beschrieben, die Purin- 
basen ausgefallt und das Filtrat davon (8050 ccm) mit 14,7 g 
Stickstoff (umgerechnet 17,8 g = 75°/o vom Gesamtstickstoff) 
auf Diaminosiuren verarbeitet, nachdem 20 cem der Lisung 
zu Analysen verbraucht waren. Die Histidin-Argininfraktion 
enthielt im ganzen 2,6 g Stickstoff (0,4 g blieben im Nieder- 
schlag von Bariumsulfat und Schwefelsilber, 2,2 g gingen 
beim Zerlegen des Silberniederschlags mit Schwefelwasserstofi 
in Lésung), umgerechnet 3,2 g Histidin-Argininstickstoft = 
13,5°/o vom Gesamtstickstoff. Die Trennung von Histidin und 
Arginin mifgliickte insofern, als es nicht gelang, die Pikro- 
lonate in reiner Form zu isolieren; ein grof er Teil, etwa die 
Halfte des in der Fraktion enthaltenen Stickstoffs, war nach- 
her mit Silber nicht mehr fallbar, wie das auch in den anderen 
Versuchen angegeben ist. 

Das Filtrat vom Histidin-Argininniederschlag wurde von 
Barium und Silber befreit (0,07 g Stickstoff blieben im Nieder- 
schlag) und auf 21 eingeengt; die Fliissigkeit enthielt jetzt 
11,8 g Stickstoff (umgerechnet 14,3 g = 60°/o vom Gesamt- 
stickstoff). Davon waren 2,9 g mit Phosphorwolframsiure 
fillbar, umgerechnet 3,5 g = 15°/o vom Gesamtstickstoff. 

Addiert man hierzu den Purinbasenstickstoff (5,1°/o) und 
den Stickstoff der Histidin-Argininfraktion (13,5°/o), so er- 
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gibt sich der in der Hefe nach Entfernung von Ammoniak- 
und Huminstickstoff insgesamt mit Phosphorwolframsiure fall- 
bare Stickstoff zu 33,6°/0, waihrend bei der direkten Fallung 
oben nur 25°/o gefunden sind. Offenbar reift die Silberfallung 
ziemlich viel eigentlich nicht in diese Fraktionen gehérigen 
Stickstoff mit nieder; es ist genau dasselbe Resultat wie im 
Oberhefeversuch VII, wo die entsprechenden Zahlen 31 und 
24°/o lauten. 

Aus der eingedampften Mutterlauge des rohen Lysinpi- 
krats schieden sich auf Zusatz von Ather Schmieren ab, die 
beim Erwairmen mit 200 ccm absolutem Alkohol unter Hinter- 
lassung eines kristallisierten Niederschlages zum Teil wieder 
in Lésung gingen. Ks hinterblieben 3,7 g vom Zersetzungs- 
punkt 223°; durch Eindampfen der Mutterlauge waren noch 
1.6 g der gleichen Substanz zu erhalten. Beim wiederholten 
Umkristallisieren aus Wasser wurden daraus derbe, gliinzende 
hellgelbe Nadeln, welche bei langsamem Erhitzen sich bei 
220° stark briiunten, aber erst bei 230° unter Aufschéiumen 
sich zersetzten. Das Priaparat war aschefrei. 

0,1125 g Substanz gaben 0,1528 g CO, und 0,0331 g 
H,O. — 0,1010 g Substanz gaben 17,9 ccm Stickstoff bei 
23,5° und 753 mm. 

C,H,,N, - 2C, H, 0, Np. Ber. C 36,4 H 3,6 N 20,0. 
Gef. H 37,0 H 3,3. N 20,0. 

Kin Teil des Pikrats wurde in das Chlorid umgewandelt. 
Letzteres war in kaltem Alkohol sehr schwer léslich, leicht 
dagegen in Methylalkohol und lief} sich aus letzterem Liésungs- 
mittel bei Zusatz von Ather umkristallisieren. Die erhaltenen 
Kristalle waren an der Luft zerflieflich und schmolzen bei 
242 —243°. 

0,1057 g Substanz gaben 0,1272 g CO, und 0,0869 g 
H,O. — 0,0879 g Substanz verbrauchten 9,84 cem 1/,, n- 
Silbernitratlésung. 

C,H, N, - 2HCl. Ber. C 34,3 H 9,2 Cl 40,5. 
Gef. C 32,8 H 9,2 Cl 39,7. 

Die Analysen sprechen trotz der schlecht stimmenden 

Kohlenstoffzah] bei der Analyse des Chlorids dafiir, dafi durch 
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etwas Lysin verunreinigtes Pentamethylendiamin vorlag. 
Die fir die entsprechenden Salze des Lysins und Tetra- 
methylendiamins sich berechnenden Werte weichen zum Teil 
erheblich von den gefundenen ab. Nach den Angaben der 
Literatur schmilzt das Pentamethylendiaminpikrat bei 220 
bis 222°, fiir das Chlorhydrat habe ich eine diesbeziigliche 
Angabe nicht finden kénnen. — M. Schenck’) glaubt an der 
gleichen Stelle, und zwar aus einer obergiérigen Brennereihefe 
Tetramethylendiamin isoliert zu haben, doch hatte auch 
er die Substanz nicht rein in Hinden. Die Frage, wie das 
Auftreten solcher Diamine zu erkliren ist, mufi offen bleiben. 
Daf} sie durch Kohlenséureabspaltung aus den entsprechenden 
Diaminosauren, aus Lysin bezw. Arginin, bei der Siurehydro- 
lyse gebildet sind, ist ausgeschlossen; es bleibt nur die An- 
nahme, daf} sie von vornherein in dem Hefeeiweifi vorgebildet 
sind oder da® sie durch bakterielle oder enzymatische Spal- 
tung entstanden sind. Letzteres ist in unserem Versuche kaum 
denkbar; in keinem anderen Falle haben wir sonst etwas ahn- 
liches beobachtet. Doch erscheint es nicht ausgeschlossen, 
daf} in dem Lysinpikrat éfter unbemerkt derartige Beimen- 
gungen vorhanden waren. Spiatere Versuche miissen dariiber 
entscheiden. 

Die Mutterlauge von dem Pentamethylendiaminpikrat 
wurde in tiblicher Weise auf Cholin verarbeitet. Es wurden 
11 g Quecksilberchloriddoppelsalz erhalten, welche recht rein 
waren, da sie fast die berechnete Menge reines Platinsalz 
lieferten. Den 11 g Quecksilbersalz entsprechen 0,09 g Stick- 
stoff, umgerechnet 0,10 g Cholinstickstoff = 0,5°/o vom Ge- 
samtstickstoff. 

Beim Rest der Versuche entsprach die Ausfiihrung dem 
ausfiihrlich beschriebenen Oberhefeversuch VII. Die Ober- 
hefeversuche VIII a und b sind mit derselben Hefe nach- 





1) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 22, S. 225 (1905). Da Schenck 
nicht ausdriicklich angibt, daf seine Praparate aschefrei waren, muf8 man 
als sicher annehmen, daf seine Substanz geringere oder auch grifere 
Mengen Chlorkalium enthielt; die Lysinfraktion aus Hefe ist stets kalium- 
haltig. 
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einander ausgefiihrt, bei VIIIb -blieb die Hefe vor der Hydro- 
lyse bei Gegenwart von Toluol einige Monate der Selbstver- 
dauung iiberlassen; wie man sieht, hat dies auf die Resultate 
keinen EinfluB. Die Zablen tiir den Stickstoffgehalt der Histi- 
din-Argininfraktion sind wohl etwas zu niedrig, wahrscheinlich 
war nicht alles Arginin ausgefallt. Die Trennung des Histi- 
dins vom Arginin miflang in beiden Fallen, weil ebenso wie 
im Oberhefeversuch IX versucht wurde, auch bei dieser 
Scheidung die Verwendung von Salpetersiure zu vermeiden. 
Es ist bereits im theoretischen Teil auseinandergesetzt, warum 
das nicht gelingt. Als bemerkenswert sei noch hervorgehoben, 
daf§ auch in allen diesen Versuchen von dem Stickstoffgehalt 
der ersten gemeinsamen Ausfallung von Histidin und Arginin 
mit Silbersulfat und Baryt bei der zweiten getrennten Ab- 
scheidung beider Basen fiir sich stets nur gut die Hialfte sich 
wieder niederschlagen lief, wie hier durch Kjeldahlbestim- 
mungen mit besonderer Sicherheit nachgewiesen werden konnte. 
-- Das im Versuch IX erhaltene Rohprodukt von Lysinpikrat 
wurde auf seinen Kaliumgehalt untersucht; es ergab sich 
durch eine quantitative Kaliumbestimmung, daf} ihm 2°/o Ka- 
liumpikrat beigemischt waren. 


IV. Ergebnisse. 


Im folgenden soll versucht werden, auf Grund der vor- 
stehenden Analysen ein Bild von der Zusammensetzung des |; 
HefeeiweiBes zu geben. Es ist klar, daf} man dabei vielfach 
auf Schitzungen angewiesen ist. Man tut gut, vier Gruppen 
von Abbauprodukten zu unterscheiden: Ammoniak, Purinbasen, 
Diaminosiuren und Monaminoséuren. Hydrolysiert man mit 
Saduren, so gehen etwa 8°/o des Stickstoffs in Ammoniak iiber, 
bei der Autolyse entsteht direkt weniger Ammoniak, aber bei 
der Veresterung der Monaminoséuren wird eine grofie Menge 
(11°%o) gebildet. Jedenfalls folgt daraus, daf in der Hefe 
ziemlich viel Stickstoff in einer Form gebunden ist, in der er 
leicht als Ammoniak abspaltbar ist. Das Ammoniak entstammt 
zur Hauptsache jedenfalls Siureamidgruppen'), womit der 


» Th, B. Osborne, C. 8S. Leavenworth und C. A. Brautlecht, 
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festgestellte Gehalt an Asparagin- und Glutaminséure gut 
iibereinstimmt; bei der Selbstverdauung riihrt ein kleiner 
Bruchteil vielleicht von der Spaltung der Aminosauren nach 
F. Ehrlich her. 

Niachst dem Ammoniakstickstoff kann die Frage nach dem 
Purinstickstoff am sichersten beantwortet werden. Die in 
den zuverliassigsten Versuchen gefundene Zahl 8°/o ist, wie 
aus den Bestimmungsmethoden hervorgeht, ein Minimalwert, 
der aber der Wahrheit recht nahekommen wird. Nur ein- 
mal ist ein wesentlich héherer Wert, 9,6 °/o, gefunden worden, 
doch ist diese Zahl nur aus dem Stickstoffgehalt des Purin- 
basensilberniederschlages hergeleitet, in dem sehr wohl Stick- 
stoffverbindungen anderer Art mit niedergerissen sein kénnten. 
Die 8°/o sind zwischen Guanin und Adenin zu gleichen Teilen 
aufzuteilen, also ergeben sich 4 °/o Guanin- und 4°/o Adenin- 
stickstoff. Daraus kann man weiterhin auf die Gegenwart von 
Cytosin und (wahrscheinlich) Uracil schliefien: 2,4°/o Cytosin- 
und 1,6°/o Uracilstickstoff. 

Den bei der Saéurehydrolyse auftretenden Huminstick- 
stoff kann man nicht unter die Spaltprodukte einreihen. 
Man muf} ihn als das Ergebnis einer unerwiinschten Zersetzung 
betrachten und die darin auftretenden Stickstoffmengen unter 
die iibrigen Spaltprodukte verteilen. Es fallt die daraus sich 
ergebende Unsicherheit nicht sehr ins Gewicht, da die meisten 
in der hier angestellten Betrachtung benutzten Werte ohne- 
hin aus Selbstverdauungsversuchen hergeleitet sind. 

Wir kommen nun zu den Diaminosduren, und zwar zu- 
nichst zur Histidin-Argininfraktion. Ihre Menge schwankt 
zwischen 7 und 16% vom Gesamtstickstoff. Die Versuche 
Villa und b sind unzuverlassig, da in ihnen wahrscheinlich das 
Arginin nicht voéllig ausgefallt ist; richtiger wird es sein, 
10—15°/o fiir den in der Histidin-Argininfraktion enthaltenen 
Stickstoff einzusetzen. Davon ist aber bestimmt ein nicht 
unerheblicher Bruchteil kein Diaminosaurestickstoff, sondern 
anderer Natur und nur mit der Silberfallung mit niedergerissen. 


Chem. Zentralbl. 1900, 1, 8. 885. H. Thierfelder und E. von Cramna, 
Diese Zeitschr. Bd. 105, S. 58 (1919). 











Die stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefe. LI. 245 


Im Unterhefeversuch II sind allerdings 13,5 als Histidin- 
bzw. Argininstickstoff nachgewiesen, aber das scheint ein un- 
gewohnlich hoher Wert zu sein. Die Summe von Histidin- 
und Argininstickstoff kann man mit einiger Wahrscheinlichkeit 
auf durchschnittlich 10°/o vom Gesamtstickstoff schitzen. Ein 
Urteil dariiber, wieviel von diesen 10°/o auf Histidin und wie- 
viel auf Arginin entfallt, ist bei den schwankenden Analysen- 
werten zurzeit unmdéglich. 

Im Filtrat von der Histidin-Argininfraktion sind 15—20 °/o 
vom Gesamtstickstoff mit Phosphorwolframsiure fillbar. Da- 
von sind (abgesehen vom Unterhefeversuch III) etwa die Halfte 
(7—11°/c) als Lysinstickstoff nachgewiesen, ferner knapp '/, °/o 
als Cholinstickstoff. Der Rest ist also kein Diaminosiurestickstoff. 
Um einen Anhalt zu bekommen, in welcher Form der Stick- 
stoff noch vorliegen kénnte, haben wir nach D. D. van Slyke 
mit der gesamten Lysinfraktion eine Aminostickstoffbestimmung 
ausgefiihrt. Es ergab sich das iiberraschende Resultat, daB 
nur 3/, des Gesamtstickstoffs mit salpetriger Séure unter Stick- 
stoffabspaltung sich umsetzen, wihrend Lysin nach van Slyke 
mit 100°/o seines Stickstoffs reagiert. Mit dem Ergebnis der 
Lysinbestimmung mit Hilfe des Pikrats lat sich das gut in 
Kinklang bringen; anderseits aber muf} man daraus schliefen, 
dafi neben dem Cholin noch andere Substanzen in gréferer 
Menge in der Rohlysinfraktion enthalten sind, welche mit 
salpetriger Saéiure keinen Stickstoff abspalten, in denen also 
der Stickstoff prolin- oder vielleicht auch guanidinartig ge- 
bunden ist. Das wiirde dafiir sprechen, dafi es sich jedenfalls 
zum Teil nicht um Monaminosiure- (Cystin-) Stickstoff handelt, 
sondern vielleicht um Stickstoffverbindungen noch unbekannter 
Natur. 

In zwei Versuchen wurde der nach Ausfillung der Silber- 
verbindungen und der unléslichen Phosphorwolframate noch 
in Lésung bleibende Stickstoff, der ,, Monaminosaurestickstoff‘, 
zu 50% bzw. 41°/o bestimmt, in drei andern zu 55,53 und 
45°/o errechnet. Diese Werte sind zweifellos zu niedrig. 
Erstens geht in der langen Versuchsreihe immer ein Teil des 
Stickstoffs verloren, es fehlen stets einige °/o Stickstoff, zwei- 
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tens reifen die Fallungen mechanisch Stickstoff mit nieder 
und endlich wird ein Teil des Monaminosiurestickstoffs in 
Huminstickstoff umgewandelt. Wir haben in einer Anzahl von 
Versuchen nach Entfernung von Ammoniak- und Huminstick- 
stoff direkt, also unter Vermeidung der Silberfallungen, den 
mit Phosphorwolframsiaure fillbaren Stickstoff bestimmt und 
um 7—8°/o niedrigere Werte gefunden: im Oberhefeversuch VII 
blieben nach Abzug von Ammoniak-, Humin- und mit Phos- 
phorwolframsaure direkt faillbarem Stickstoff 59 °/o, bei direkter 
Bestimmung des noch vorhandenen Stickstoffs 55°/o als Mon- 
aminoséurestickstoff, im Unterhefeversuch Ib 57°/o, Zahlen, die 
sich der Wirklichkeit jedenfalls mehr nahern als die in der 
Tabelle angefiihrten. Man wird der Wahrheit am nichsten 
kommen, wenn man den Monaminosiurestickstoff der Hefe zu 
rund 60°/o annimmt. 

Die schwierigste Aufgabe ist die Verteilung des Mon- 
aminosdurestickstoffs. Direkt bestimmt ist der Tyrosin- 
stickstoff im Oberhefeversuch V (erste Abhandlung S. 239) 
zu 2°/o vom Gesamtstickstoff und (I, 8. 266) der Tryptophan- 
stickstoff zu etwa 0,6°/o. Ferner ist wahscheinlich, dafi un- 
gefibr 2 °/y in Form schwefelhaltiger Substanzen vorliegen, wovon 
der vierte Teil als Cystin (I, S. 263). Die Grundlage fir 
die Schitzung der anderen Aminosiuren miissen die Resultate 
der Esterdestillation abgeben, einer in quantitativer Hinsicht 
noch sehr unvollkommenen Methode. Schon die Isolierung 
der Ester aus ihren salzsauren Salzen mit Hilfe von Ather 
und Kaliumkarbonat ist mit grofen Verlusten verbunden, 
welche auch durch Wiederholung der Operation nicht auf- 
gehoben werden kénnen'). So gelang es im Oberhefeversuch V 
von 68 g Stickstoff, welche nach Abscheidung des Tyrosins 





1) Ausfiihrliche Versuche dariiber sind von Th. B. Osborne und 
B. Jones, Amer. Journal of Physiol. Bd. 26, S. 305 (1910) und von 
E. Abderhalden und A. Weil, Diese Zeitschr. Bd. 74, S, 445 (1911) 
und Bd. 77, S. 59 (1912), angestellt worden. Letztere Autoren konnten, 
wenn sie von einem ‘kiinstlich dargestellten Gemisch reiner Aminoséuren 
ausgingen, noch nicht 60°/, davon nach der Esterdestillation im Destillat 
wiederfinden. 
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und der Purinbasen und teilweiser Entfernung des Ammoniaks 
noch vorhanden waren, nicht mehr als 20 g bei der ersten und 
noch 8,4 g bei der zweiten Veresterung, zusammen 28,4 g in 
die atherische Lésung zu bringen. Nimmt man in Uberein- 
stimmung mit den bisherigen Ausfiihrungen an, daf von den 
68 g Stickstoff etwa 16 g als Diaminosaurestickstoff und 6 g 
als Ammoniakstickstoff vorlagen und dafi das Ammoniak sich 
beim Aufschiitteln der Aminoséureester aus der stark alka- 
lischen Lésung im wesentlichen verfiiichtigte, so bleiben immer 
noch 46 g Stickstoff fiir die Monaminosauren, wovon also nur 
gut 60°/o als Ester in den Ather iibergingen. Freilich werden 
die 46 g Stickstoff auch noch nicht vollstandig als Monamino- 
siuren vorgelegen haben, sondern man wird einige Gramm 
als Huminstickstoff (nach der ersten Abhandlung S. 244 und 
257 etwa 5 g) einsetzen miissen, ferner gehen die Ester des 
Oxyprolins, des Tryptophans sowie des Cystins’) nicht 
in den Ather. 

Zieht man von den oben als Monaminosiaurestickstoff ein- 
gesetzten 60°/o des Gesamtstickstoffs 2°/o Tyrosin-, 0,5%o 
Tryptophan- und 2°/o Cystinstickstoff ab und setzt ferner noch 
eine gewisse Menge Stickstoff, etwa 5°/o, fiir Oxyprolin und 
ahnliche Substanzen in Abrechnung, so bleiben rund 50°/o unter 
die destillierbare Ester bildenden Monaminosiéuren zu ver- 
teilen. In den drei nach der Estermethode durchgefiihrten 
Versuchen sind gefunden: 











Oberh.-Vers. III} Oberh.-Vers. V | Unterh.-Vers. I 

= = g 
Glykekoll 1 1 1,5 
[a 22 23 19.5 
. <n 25,5 46 16 
BOS se &- eS 28,5 17 12 
a nicht 6 + 
Phenylalanin ; quantitativ | 31 17 
Asparaginsdure . . = 11 7,5 
Glutaminsaure durchgefihrt | 21 ll 











1) R. H. A. Plimmer, Chem. Zentralbl. 1914, I, S. ‘575. 
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Die Zahlen sind unter sich nicht direkt vergleichbar, weil 
die Stickstoffmengen, auf die sie sich beziehen, verschieden 
sind, aber das Verhiltnis, in dem die einzelnen Stoffe zu- 
einander stehen, verdient Beachtung. Macht man, wie oben 
begriindet ist, die Annahme, dafi der Stickstoff der hier ge- 
nannten Monaminosauren 50°/o vom Gesamtstickstoff der Hefe 
ausmacht und daf} der zu niedrige tatsichliche Befund nur 
auf den unvermeidlichen Mingeln der Methode beruht, so kann 
man aus den im Oberhefeversuch V gefundenen Zahlen er- 
rechnen, daf} im Hefeeiweifi enthalten sind: 0,5°/o Glykokoll-, 
10°/o Alanin-, 15°/o Valin-, 5°/o Leucin-, 2°/o Prolin-, 8°/o 
Phenylalanin-, 3,5 °/o Asparaginsiiure- und 6°/o Glutaminsaure- 
stickstoff. 

Die Werte des Oberhefeversuchs III stimmen damit im 
allgemeinen recht gut iiberein, nur das Verhaltnis von Valin 
zu Leucin ist ein wesentlich anderes; beide Aminosaduren wurden 
in diesem Falle etwa in gleicher Menge (je 10°/o) isoliert. In 
dem Unterhefeversuch ist das Alanin (15°/o) in besonders 
grofier Menge gefunden, wofiir Valin und Leucin mehr zuriick- 
treten, im iibrigen schliefien sich die Zahlen aufs beste denen 
der anderen beiden Versuche an. Da gerade das Verhiiltnis 
Valin zu Leucin besonders genau untersucht und durch zahl- 
reiche Analysen belegt ist, mufs man wohl annehmen, dab bei 
der Hefe ziemlich starke Schwankungen in der Zusammen- 
setzung ihrer Eiweifistoffe méglich sind. 

Zum Schlu®B seien die Ergebnisse noch einmal kurz zu- 
sammengefafit: Bei der Aufspaltung des Hefeeiweifies werden 
— ohne erkennbaren Unterschied zwischen Ober- und Unter- 
hefen — erhalten: 

8°) vom Gesamtstickstoff in Form von Ammoniak. 

12°/o in Form von Purin- und Pyrimidinbasen (4 °/o Guanin, 
4°/o Adenin, 2,4°/o Cytosin [?], 1,6°%o Uracil [?]). 

20°/> als Diaminosiuren (10°/o als Histidin und Arginin, 
10°/o als Lysin). 

60°/o als Monaminosiuren (0.5% Glykokoll, 10—15°/o 
Alanin, 10--15°/e Valin, 5—10°/o Leucin, 2°/o Prolin, 8 °%/o 
Phenylalanin, 3,5°/o Asparaginsdure, 6°/o Glutaminsdure, 2°/o 
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Tyrosin, 0,5°/o Tryptophan, 2°/o Cystin und andere Schwefel- 
verbindungen, 4,5°/o Oxyprolin [?], ferner 0,5°/o Cholin und 
0,5°/o Glukosamin). 

Bei Zugrundelegung dieser Werte kann man ausrechnen, 
dafi die Hefe etwa 68°/o Aminostickstoff im Sinne von van 
Slyke enthalten miifite und 32°/o Nichtaminostickstoff. Tat- 
sichlich haben wir beim Unterhefeversuch Ia im Autolyse- 
saft das Verhiltnis etwas anders gefunden, naimlich wie 60 
zu 40. Wir haben in zahlreichen Fallen den Aminostickstoff 
nach van Slyke bestimmt und das Verhiltnis Amino- zu 
Nichtaminostickstoff immer niedriger gefunden, als sich nach 
obiger Annahme berechnet, z. B.: Nach Entfernung von Am- 
moniak- und Huminstickstoff in U Ib wie 64:36, in O VII wie 
68:52 (ber. 74:26), im Filtrat der Phosphorwolframsiure- 
fillung wie 76:24 (O Via), 75:25 (O IX), 78:22 (O VID), 
wihrend sich 86:14 berechnet. Es diirfte demnach der Gehalt 
der Hefe an Stoffen mit Nichtaminostickstoff héher sein als 
die obige Zusammenstellung angibt. Besonders nach dieser Rich- 
tung hin sollen die Versuche noch weiter ausgedehnt werden. 


Der grifite Teil der Versuche ist von den Herrn Dr. 
Paul Schulze und Fr. ten Doornkaat-Koolman, ein klei- 
nerer Teil von Frl. Dr. Angermann ausgefiihrt worden; ihnen 
allen spreche ich meinen herzlichsten Dank aus. 





Isolierung von Aminosiuren aus Blut. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung der 
Wissenschaften. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Mirz 1921.) 


Nachdem beobachtet worden war, daB im Darmkanal 
Aminosauren anzutreffen sind, lag die Vermutung nahe, dai 
solche zur Resorption kommen und dann auch im Blute nach- 
weisbar sind. Lange Zeit blieb der Versuch, Aminosiuren 
aus Blut zu isolieren, vergeblich. Erst in den letzten Jahren 
sind Befunde mitgeteilt worden, die das Vorkommen von Ki- 
weifjbausteinen im Blutplasma sicherstellen'). Es war von 
Interesse, der Frage nachzugehen, ob simtliche bis jetzt be- 
kannten Aminosiuren sich aus dem _ Blute isolieren lassen. 
Besonders wertvoll wire es, wenn man sichere Anhaltspunkte 
iiber die Mengenverhiltnisse, in denen sie unter verschiedenen 
Bedingungen — Hunger, wahrend der Verdauung usw. -— 
anzutreffen sind, hitte. Von besonderer Bedeutung wiren im 
Anschlu8 an solche Forschungen Bestimmungen des Gehaltes 
des Blutes an bestimmten Eiweifibausteinen vor seinem Eintritt 
in bestimmte Organe, und nachdem es diese verlassen hat. 
Vielleicht ergeben solche Untersuchungen Anhaltspunkte iiber 
Beziehungen bestimmter Aminosiuren zu gewissen Inkret- 
stoffen. Leider sind unsere Methoden zum Nachweis von 





1) Vgl. die Literatur: Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. 
Chemie 4. Aufl. Bd. 1, S. 575 fff. 
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Aminosduren noch nicht so weit durchgebildet, daB es méglich 
ware, Spuren davon zu folgen, noch viel weniger vermégen 
sie quantitative Bestimmungen zu vermitteln. Das ist der 
Grund, weshalb wir trotz vieler Anstrengungen noch keine 
ausreichenden Kenntnisse iiber die Verwertung der einzelnen 
Aminoséuren im Stoffwechsel haben. 

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war, festzustellen, 
welche Aminoséuren aus Blutplasma bezw. -serum 
gewonnen werden kénnen. Ihre Durchfiihrung war sehr 
miihsam und zeitraubend. Es galt eine Methode anzuwenden, 
welche mit absoluter Sicherheit die sekundire Entstehung von 
Aminosduren aus Eiweif und Eiweifiabkémmlingen (Peptonen, 
Polypeptiden) ausschlofi. Alle Methoden der Enteiweifiung 
mittels Hitzekoagulation kamen nicht in Frage. Sie schliefen 
nicht aus, dafi Hydrolysen stattfinden. Es muBbte mit der 
Moéglichkeit gerechnet werden, dafi im Blutplasma_bezw. 
-serum Substanzen vorhanden sind, die leicht spaltbar sind. 
Dazu kommt, dafi es sehr schwer ist, grobe Serummengen 
vollstindig zu enteiweifien. Hinzu kommt noch, daB die grofen 
Eiweifmassen schwer auszuwaschen sind. Auch die Methoden 
der Ausflockung (etwa durch Aussalzen usw.) kamen nicht in 
Frage. Es blieb als beste Methode die Dialyse. Praktisch 
erwies sie sich als recht schwer durchfihrbar. Vielleicht 
wird man spater die Ultrafiltration verwenden. Einstweilen 
kam sie nicht in Frage, weil die Verarbeitung groBer Serum- 
mengen zu zeitraubend ist. 

Die Dialyse bot deshalb grofie Schwierigkeiten, weil es 
nicht leicht war, Pergamentschliuche ausfindig zu machen, 
die wirklich eiweiBundurchlaissig waren. Immer wieder ergab 
die sorgfaltige Priifung der Schlauche, dafi sie nicht dicht 
waren. In anderen Fallen waren sie zwar dicht, jedoch lief 
die Durchlissigkeit fiir nichtkolloide Stoffe zu wiinschen iibrig. 
Die Priifung der Schliuche erfolgte in der gleichen Weise, 
wie ich es fiir das Dialysierverfahren zum Nachweis von Ab- 
wehrfermenten angegeben habe. Die Dialyse erfolgte zum 
Teil im strémenden Wasser, zum Teil wurde die Aufenfliis- 
sigkeit oft gewechselt. Im letzteren Falle wurde die Aufen- 
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fliissigkeit mittels einer Turbine in stiandiger Bewegung ge- 
halten. Um Bakterienwirkung fernzuhalten, wurden alle 
Gefaifie in sterilisiertem Zustande angewandt. Die Dialysier- 
schlauche wurden vor Gebrauch, nachdem sie auf Eiweif- 
undurchlassigkeit und gute Durchlassigkeit fiir Seidenpepton ge- 
priift waren, in Chloroformwasser, das mit Toluol iiberschichtet 
war, aufbewahrt. Wéihrend der Dialyse wurde der Schlauch- 
inhalt mit viel Toluol iiberschichtet. Der Aufenfliissigkeit 
wurden Chloroform und Toluol zugefiigt. Eine erschipfende 
Dialyse war nicht durchfihrbar, ohne die Gefahr des Kiweif- 
abbaues durch Bakterientitigkeit heraufzubeschworen. Zahl- 
reiche Versuche ergaben, dafi es wohl méglich ist, 2—3 Tage 
wenigstens praktisch ,steril“ zu dialysieren. Fiir noch langere 
Zeit konnte eine Gewahr fiir Sterilitaét nicht iibernommen 
werden. Es besteht kein Zweifel, daf} es durch besondere Maf- 
nahmen, wie z. B. Arbeiten bei tiefen Temperaturen, Schaffung 
besonderer, abschliebbarer Apparate, sich erméglichen lafit, 
beliebig lange Zeiten ohne die Gefahr einer Infektion zu dialy- 
sieren. Es bestand fiir uns keine Méglichkeit, diese Bedin- 
gungen zu schaffen, infolgedessen muften wir uns mit einer 
kurzfristigen Dialyse begniigen. 

Was nun die Versuche selbst anbetrifft, so ist noch fol- 
gendes hervorzuheben. Das Blut stammte zum Teil von 
Pferden, zum Teil von Rindern. Es wurde auf dem Schlacht- 
hof unter Kontrolle direkt aus der Karotis aufgefangen und 
geschlagen oder aber mit Fluornatriumzusatz geschiittelt. Die 
meisten Versuche sind mit Serum und nicht mit Plasma 
durchgefiihrt worden. Bei der Verwendung von Plasma er- 
eignete es sich wiederholt, dafi nachtraiglich Gerinnung ein- 
trat und dabei auch die Durchlissigkeit des Dialysierschlauches 
litt. Bei Verwendung von Plasma war der Aufenfliissigkeit 
auch Fluornatrium zugefiigt worden. Trotzdem kam es zur 
Gerinnung. Das Blut wurde sofort zentrifugiert. Das Plasma 
oder Serum wurde dann in den Dialysierschlauch eingefiillt 
und dieser nach erfolgtem sicherem Abschlu{ mittels Klemmen 
und Bindfaden ganz in die Aufienfliissigkeit versenkt. Lift 
man den Schlauch aus dieser herausragen, dann lassen sich In- 
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lsolierung von Aminosiiuren aus Blut. 





fektionen nicht vermeiden. ‘Im Durchschnitt wurde 1 | Serum 
gegen 501 Wasser dialysiert"). 

Ks sind im gauzen 101 Blutplasma vom Rind dialysiert 
worden und 51 vom Pferde, ferner 501 Pferdeserum und 
500 | Rinderserum. Die Versuche erstreckien sich tiber 
6 Jahre. Das Dialysat wurde jeweilen sofort unter vermin- 
dertem Druck bei etwa 40 —50 Grad zur Trockene verdampft. 
Es waren gewallize I'liissigkeitsmengen zu bewilliven 

Die Verarbcitung des bei dem Kindampfen verblcibenden 
tiickstandes erfolgie in verschiedener Weise. “Aunichst sei 
hervorgehoben, dai wirinkeinem Falle Produkte nach- 
weisen konnten, dic Biuretreaktion zeigten, Peptone 
beazw. diese Reakiion gebende Polypeptide waren somil aus- 
geschlossen. Hs blieb noch die Méglichkeit, dali im Blut- 
plasma bezw. -serum Produkte vorhanden sind, dic zwar dic 
Biuretreaktion nicht geben, jedoch aus mehr als einer Amino- 
siure: bestehen. Das Auffinden soleher Verbindungen wire 
von grofer Bedeutung. Wir suchten ihrer durch Kixtrakiions- 
mittel (Methylalkohol, Aceton usw.) habhaft zu werden und 
ferner durch Fallunesmittel (Quecksilbersulfat, -chlorid, -ace- 
tat, Silbernitvat, Phosphorwolframsiure). Kin bestimmter Kr- 
folg war nicht zu verzcichnen. 

Die Diaminosiuren wurden in gewohnter Weise nach der 
Methods von Kossel und Kutseher nachgewiesen. “Aur Ge- 
winning der Monoaminosiuven wurden zwei Wego cinge- 
schlagen. Minmal kam die Kstermethode von Kmil iseher 
zur Anwendung, und daan versuchten wir auch die e:nzelnen 
Aminosiiuren durch direkte Krista!lisation bezw. dureh Uber- 
fiihrung in Derivaic (Kupfersalze, Phenylisocyanat-, 8 Naphta- 
linsulfoverbindune) zu gewtonen. 

Die einzelaon Aimtnosiigren wurden alle nach ihren 
Higenschafien (Ausschen der Krisialle, Léshehkeit, Drehungs- 
vermbeon), threm Stickstoffechali uad zumeist auch durch den 
Cehalé an Aminostickstoff tdentifiziert. Ferner wurden, 
falls solehe bekanal warcn, besondere Reaktionen auseefiihrt 

') Aus fuBerea Griinden mubte dic Dial yse wiederholt nach 8 Stunden ab- 
gebrochen werd: n, meisiens wurde sie zweimal tr 10 Standen durchgefihrt. 


Hoppo-seylor’s Aviischrift f. physiol. Chemic. CXL. 1s 
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(Xanthoproteinprobe, Millon, Glyoxylsiureprobe, Schwefelblei- 
probe), und endlich wurden fast durchweg noch Derivate dar- 
gestellt und untersucht‘). 

Das Ergebnis der Untersuchung ist: Im Blutplasma 
bezw. -serum lassen sich alle bis jetzt bekannten 
Aminosduren nachweisen. Uber die Mengenverhiltnisse, 
in denen sie vorhanden sind, kénnen keine bestimmten An- 
gaben gemacht werden, einmal, weil die Dialyse nicht er- 
schépfend durchgefiihrt wurde, und dann wurde der Ver- 
dampfungsriickstand des Dialysates nach mehreren Methoden 
untersucht. Es wurde auch noch auf Amine und ferner auf 
etwaige neben Traubenzucker vorkommende Kohlehydrate, 
auf Abkémmlinge von Nukleinséuren und solche der Fette 
und Phosphatide gepriift. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind noch nicht spruchreif. Die Mengen der isolierten Amino- 
siuren waren ganz betrichtlich. Die Gesamtmenge der Ami- 
nosiuren, die zur Untersuchung kamen, betrug im reinen Zu- 
stand etwas iiber 100 Gramm. 





‘) Von der Mitteilung der zahlreichen Belege muS im Interesse 
des Raumes Abstand genommen werden. 
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Uber die Nucleinsiuren der Rindermilz. 
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(Der Redaktion zugegangen am ¥, Marz 1921.) 





In den Kernen der Thymuszellen und in den Képfen vieler 
Fischspermien, z. B. des Lachses, des Herings und des Mai- 
fisches, sind die Verhiltnisse der Nucleinséuren klar und iiber- 
sichtlich. Nach meinen Untersuchungen kommt hier nur eine 
zusammengesetzte Nucleinsiure vor — die erste, deren Zu- 
E sammensetzung und Struktur von mir festgestellt worden ist. 
: Aber nicht in allen Organen liegen die Dinge so einfach. So 
3 waren z. B. die Angaben iiber das Vorkommen von Nuclein- 
siuren im Pankreas lange Zeit verwirrend und widerspruchs- 
4 voll, bis ich zeigen konnte'), daf} sich aus dem Pankreasproteid 
q Hammarstens eine einfache Nucleinsiure gewinnen lafit, die 
4 in ihrer Struktur ein vollkommenes Analogon der Inosinséure 
i ist*) (die Guanylsiure Bangs), daf daneben aber die Pankreas- 
‘ driise, nach dem Neumannschen Verfahren behandelt, auch 
; eine echte Nucleinsaure liefert. 

: Nun war mir schon bei meinen ersten auf diesen Punkt 
4 gerichteten Analysen aufgefallen, daf bei der Alloxurbasen- 
bestimmung nach meiner Salpetersiiuremethode diese echte 
Nucleinséure etwa zweimal soviel Guanin lieferte wie Adenin. 
Zweitens blieben die wirklichen Ausbeuten an Guanylsdure 
aus dem Pankreasproteid weit hinter den Ausbeuten zuriick, 
die verlaugt waren, wenn man samtlichen Phosphor des Pro- 











L 1) Diese Zeitschr. Bd. 58, S. 539. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 68, S. 40. 
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teids auf Guanylsiure bezog. Hier mufte also die Sachlage 
weiter aufgeklirt werden und ich habe sowohl das Pankreas- 
proteid von Herrn Knopf’) wie den nach der Extraktion des 
Proteids verbleibenden Riickstand von Herrn Feulgen®) ge- 
nauer untersuchen lassen. Es stellte sich dabei heraus, daB 
in dem Proteid neben der Guanylsiure noch eine andere Nu- 
cleinsiure vorhanden sein mufte, denn bei der Hydrolyse des 
Proteids liefien sich neben Guanin nicht unerhebliche Mengen 
von Adenin isolieren. Bei der weiteren Verarbeitung des Pro- 
teids wurde dann von Knopf eine echte Nucleinséure aufge- 
funden, die nach den weiteren Resultaten von Feulgen®) in 
Form einer komplexen Verbindung mit Guanylsiiure als Guanyl- 
nucleinsiure dargestellt werden konnte. Diese Beobachtung 
wurde bald darauf von Hammarsten‘) bestitigt. Nach ihm 
sollen aber auf 1 Molekiil echter Nucleinsiiure 2 Molekiile 
Guanylsiure kommen. Wenn man diese nach Hammarsten 
»gekoppelten* Nucleinsiuren nicht als Laborationsprodukte an- 
sehen will, so lassen sich die divergierenden Befunde wohl am 
einfachsten so erkliiren, daf} Guanylsiure und echte Nuclein- 
siure komplexe Verbindungen in wechselnden Mengen mit- 
einander eingehen kénnen. Die Thymusnucleinsiiure selbst 
scheint die Eigenschaft, sich zu polymerisieren, in erheblichem 
Mafie zu besitzen, denn etwas anderes liegt wob! nicht ihrem 
Auftreten in der a- und b-Modifikation zu Grunde. Ferner 
haben meine Beobachtungen °) am Spermatozoenkopf des Herings 
und am kiinstlich dargestellten nucleinsauren Protamin Unter- 
schiede der beiden elementaranalytisch gleichen Substanzen 
ergeben, nach denen das natiirliche Produkt einen gréBeren 
Molekularverband besitzt als das kiinstliche. In der Hefe 
kommt die Guanylsiure ebenfalls zusammen mit einer echten 
Nucleinsiure vor ®). 


1) Diese Zeitschr. Bd. 89, S. 170. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 370. 

3) Diese Zeitschr. Bd. 108, 8. 147. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 109, 8. 141. 

5) Diese Zeitschr. Bd. 83, S. 76. 

®) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zeitschr. Bd. 114, 8. 201. 
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Die Pankreasriickstiinde, aus denen das Proteid gewonnen 
war, wurden nach Neumann auf eine echte Nucleinsiure ver- 
arbeitet. Von Feulgen ist hier auch eine zusammengesetzte 
Nucleinsiure erhalten worden, deren Untersuchung aber noch 
nicht abgeschlossen ist. 

Ich habe nun auch die Milz in den Kreis dieser Analysen 
auf Nucleinsiiure einbezogen. Hier liegen einige iltere Be- 
obachtungen vor, die gewisse Anhaltspunkte bieten. 

Levene und Mandel’) haben aus der Milz eine Nuclein- 
siiure erhalten, die nach ihren Analysen ein Verhaltnis von 
P:N=1:1,85 (1), 1:1.85 (II) und 1: 1,92 (IID) in den ein- 
zelnen Priiparaten zeigt. Fiir Thymonucleinsiure ist 1: 1,69 
verlaugt; ihre Praparate haben also zuviel Stickstoff enthalten 
fiir eine Thymonucleinsiure. Aus ihren quantitativen Bestim- 
mungen der Spaltstiicke laf it sich ferner kein klares Bild vom 
Aufbau der Siiure gewinnen. 

Von Jones?) sind die optischen Kigenschaften der Nuclein- 
siuren aus Thymus, Milz und Pankreas untersucht. Er hilt 
das gleiche Verhalten der drei Kérper, die nicht analysiert zu 
sein scheinen, bei der polarimetrischen Untersuchung fiir einen 
ausreichenden Beweis fiir ihre Identitit. 

Eine Guanylsiure haben Jones*) und Rowntree aus 
Schweinemilz dargestellt, die sie fiir verschieden von der 
Guanylsiiure aus Pankreas halten. 

Meine Versuche sind an Rindermilz ausgefiihrt, und zwar 
habe ich das gleichzeitige Vorkommen von Guanylsiure, die 
sich nicht anders verhielt wie die Guanylséiure aus Pankreas 
und die aus Hefe*) und von echter Nucleinséure, der gleichen, 
die in der Thymusdriise und vielen anderen Zellkernen vor- 
kommt, festgestellt. Inwieweit die beiden Séuren als kom- 
plexe Verbindungen vorkommen, wurde vorliufig nicht weiter 
untersucht; ebensowenig wurde in dieser ersten Bearbeitung 
auf eine niihere Lokalisation der Siuren Wert gelegt. Ich 


1) Diese Zeitschr. Bd. 45, S. 370. 

?) Journ. biol. chem. 5, S. 1. 

3) Journ. biol. chem. 4, S. 289. 

*) H. Steudel u. E. Peiser, Diese Zeitschr. Bd. 114, S. 201. 
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lasse es also bis auf weiteres dahingestellt, welchem besonde- 
ren histologischen Bestandteil im bunten Bilde der Milz die 
Guanylsiure und die echte Nucleinsiure angehéren. 

5 Rindermilzen im Gewicht von 4830g wurden durch 
eine Fleischmiihle getrieben und mit 3,5] Wasser ausgekocht. 
Nach dem Erkalten wurde filtriert; es wurden 31 wasserklaren 
Filtrates von schwach saurer Reaktion erhalten, die mit 40 ccm 
50°/oiger Essigsiiure und dem gleichen Volumen Alkohol ver- 
setzt wurden. Es fallt ein weifier, flockiger Niederschlag, der 
mit Alkohol und Ather getrocknet 34g wiegt (Niederschlag I). 

Zum zweitenmal mit 3,51 Wasser ausgekocht, lieferten die 
Driisen ein sehr triibes Filtrat, das erst nach einigem Probieren 
vollkommen klar filtriert werden konnte; mit Essigsiure und 
Alkohol lieB sich aus ihm ein Niederschlag gewinnen, der diufier- 
lich dem ersten glich und getrocknet 5g wog (Niederschlag IJ). 

Die Riickstiinde wurden nun mit 21 Wasser und 400g 
Natriumacetat angeriihrt, mit 250 ccm 33°/o NaOH versetzt 
und 2 Stunden im siedenden Wasserbad gehalten; es liste sich 
nicht alles auf und man erhielt ein dunkelbraunrotes Filtrat 
neben einem betrichtlichen Riickstand. Dieser wurde noch ein- 
mal mit 21 Wasser, 200g Acetat und 100 cem 33°/o NaOH 
2 Stunden lang erhitzt, dann filtriert; das erste Filtrat wurde 
mit Essigsiure neutralisiert und auf etwa 1,51 konzentriert, in 
gleicher Weise das zweite auf ungefaihr 1 1. Dann wurden 
beide Filtrate mit etwa dem doppelten Volumen Alkohol ge- 
fallt und beide Fallungen, die ganz gleich aussahen, vereint. 
Der Alkohol wurde nach melrtigigem Stehen abgegossen, die 
Fillungen in wenig heifiem Wasser gelést, auf dem Wasser- 
bade eine Zeitlang digeriert, vom Niederschlag abfiltriert und 
das rasch gelatinierende Filtrat in der Wairme mit Alkohol 
ausgefallt. Mit absolutem Alkohol getrocknet wog der Nieder- 
schlag 41g (Niederschlag III). Fiir die Analysen wurden 20g 
des Praiparates noch einmal in 80ccm Wasser geliést, mit 8g 
Na-Acetat und 8 ccm 33 °/o iger NaOH versetzt, von wenig Riick- 
stand zentrifugiert, mit Essigsiure wieder neutralisiert und 
wieder mit Alkohol ausgefiallt. Ausbeute 17g. 

In den drei Niederschligen wurde nun der Stickstoff- und 
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Phosphorgehalt in bekannter Weise bestimmt. Die Substanzen 
wurden bei 90—100° im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 

Niederschlag I. 


0,2329 verlieren 0,0473g = 20,31°/, H,O. 
0,2228 ‘ 0,0452 g == 20,29°/, H,O. 


0,1776 sittigen 7,6 com n/2-Lauge = 2,37°/, P (Neumann) 
0,1856 = 1 % ‘ a: 967. FP ‘. 
0,1268 ‘ 5,9 , i == Ge, 2 
0.1515, 6,7 , : = 245%, P , 
0,1566 . 16,9 com n/10-H,SO, = 15,11°/, N (Kjeldahl) 
0,1566 F 16,8 , ‘ == 16,06, B . 


Niederschlag II. 

0,1500 verlieren 0,0166g = 11,07°/, H,O. 

0,1275 \ 0,01438 g = 11,21°/, H,O. 
0,1334 sittigen 14,7 com n/10-H,SO, = 15,44°, N (Kjeldahl) 
0,1132 ‘ 12,4 , ‘ == 15,86%, N . 
0,1244 ‘ 16 . n/2-Lauge = 0,72°/, P (Neumann) 


Niederschlag III (lufttrocken analysiert). 
0,2348 sittigen 20,3 ccm n/10-H,SO, = 12,11°/, N (Kjeldahl) 


0,2569 " 23,2 ‘ == 13,66°/, N ‘ 
0,1987 ‘ 25,5 ccm n/2-Lauge = 7,11°/, P (Neumann) 
0,2077 ‘ 96,7 , . == T,12°, P , 


Der erste Niederschlag entspricht dem Proteid nach Ham- 
marsten aus der Pankreasdriise, er enthalt aber sehr viel weniger 
Phosphor (im Pankreasproteid sind 4,6 °/, P gefunden worden). 
Levene und Mandel haben in ihrem Priaparat') noch weniger 
Phosphor (1,18 bis 1,85°/, P) gefunden. 

Der zweite Niederschlag enthalt nur noch sehr wenig 
Phosphor und ist von mir nicht weiter untersucht. 

Der dritte Niederschlag hat die Zusammensetzung einer 
echten Nucleinsiure, denn sein Stickstoff- und Phosphorgehalt 
(12,65°/, N und 7,11°/, P im Mittel) = P:N wie 1:1,74 
entspricht dem verlangten Wert. Berechnet 1: 1,70. 

30g des Proteids (Niederschlag [) wurden auf Guanyl- 
siure verarbeitet. Sie wurden mit 500 cem 2°/, NaOH 
1 Stunde im siedenden Wasserbad erwirmt und mit Eisessig bis 





1) Diese Zeitschr. Bd. 47, S. 151. 
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zur schwachsauren Reaktion versetzt. Hierbei fallt sofort ein 
schwirzlicher flockiger Niederschlag aus, der, in Salzsiure 
golést, mit, Ferrozyankalium intensive Blaufiirbung gibi, also 
stark eisenhalltig ist. Er wird in der Hitze abfiltriert und das 
Kiltrat an einen kalten Ort gestellt. Krst nach mehrticigem 
Stehen scheidet sich ein spiirlicher weifer Niederschlag aus, 
der bei liingerem Stehen noch etwas zunimmt. Er wird ab- 
zentrifugiert, in wenig Natronlauge gelést, von kleinen Mengen 
amorphor Substanz befreit, mit 50 °/, iger Kssigsiure wieder neu- 
tralisiert und mit Alkohol gefallt. Die Fallune wird wieder 
in wenig Natronlauge nach Feulgen gelést und mit Alkohol 
golillt. Ks scheidet sich cin schwach hellgelbes Ol ab, das 
beim Reiben allmihlich kristallinisch wird. Ks wird abfiltriert 
und mit Alkohol und Ather getrocknet. Ausbeute 0,5¢ (luft- 
trocken). Aus den Mutterlaugen der alkalischen Alkohollillung 
scheiden sich Kristallisationen von langen Nadeln ab, die aus 
Natriumkarbonat bestehen. 

Die Analysen licferten folgende Zahlen: 

0,1563 sittigen 17,6 cem n/?-Lauge = 6,24°/, P (Neumann) 
0,1196 . 11,6 , o/t0-H,SO, = 18,59°/, N (Kjeldahl) 
Gefunden: P:N — 1:2,18. Berechnet |: 2,26. 

Die Ausbeute entspricht bei weitem nicht dem Wert von 
bas. guanylsaurem Natrium, der verlangt ist, wenn man simt- 
lichen Phosphor des Ausgangsmaterials auf Guanylsdure ver- 
rechnet. Man hitte danach 7,23¢ basisches guanylsaures 
Natrium erwarten miissen; selbst wenn man damit rechnet, 
dafi groBe Massen Guanylsiure beim Umfallen in den Mutter- 
laugen gelést geblieben sind, ist die schlichliche Ausbeute im- 
mer noch auffallend niedrig. 

Die essigsauren Mutterlaugen der ersten Ausfaillung des 
sauren guanylsauren Natriums enthielten natiirlich noch reichlich 
Phosphorsiure; sie gaben auch bei der Spaltung mit siedender 
Schwefelsiure noch eine Alloxurbasenfraktion. Deren Auf- 
teilung erschien mir aber bei der kleinen Menge nicht lohnend. 
Die Verhaltnisse miissen an gréfieren Mengen Ausgangsmaterial 
weiter untersucht werden. 

In 10g der echten Nucleinsiure (lufttrocken) habe ich 
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noch eine Alloxurbasenbestimmung nach der Salpetersiiure- 





methode vorecnommen, es wurden 2.3 ¢@ Nitrate erhalten. Ver- 
/ 5 tan) 























langt sind 2,56¢. Aus den Nitraten lieben sich 0,9g Guanin 
und L8%¢ Adeninpikrat — 0,68 g Adenin gewinnen. Verlangt: 
0,8662 Guanin und 0,769 Adenin’). 
Das Guasin gab folecnde Analysenzahlen : 
V090 2 sithiren 51,5 com n/10-H,SO, 45,9°/, N 
N 


Berechnet: 46,40°/, 


Kis lassen sich also aus der Milz ebenso wie aus der 





Pankreasdriise Guanylsiure und echte Nuclemsiure gewinnen, 
Kbenso scheint ganz analog dem Pankreasproteid auch im 


Milznucleoproteid die Guanylsiiure nicht die einzige Nuclein- 





siurekomponente zu sein. Méglicherweise handelt es sich hier 
auch um ein gemeinsames Vorkommen von Guanyl- und echter 
Nucleinsiiure. 

Ks mufi auffallend erscheinen, daf} das guanylsiurchaltige 
Proteid bei der Extraktion mit) Wasser vollkommen ausgezozen 
wird und dafi im Riickstand gar nichts mehr davon vorhan- 
den sein soll. Nun kiénnen geringe Mengen von Guanylsiure 
bet Gegenwart von viel echter Nueleinsiiure sich leicht dem 
Nachweis entzichen und itch habe die nach Neumann ge- 
wonnene Siiure speziell auf die Beimengung von Guany'siure 
gepriift, ohne bisher cin positives Resultat bekommen zu haben. 
Bei den weiteren Untersuchungen soll aber gerade auf diesen 
Punkt besonders geachtet werden. 


4 ') Das Guaninnitrat. pflegt meist sofort simtlich auszukristallisieren, 
dageven habe ich éfter gesehen, dafis ein geringer Teil des Adeninnitrats 
in Lésung bleibt. Bei der Aufarbeitung der Mutterlauge, die natiirlich 
in jedem Falle erfolgen mu, pflegt man dann den fehlenden Teil in Form 
von Hypoxanthin zu erhalten. 








Zur Wahrung der Prioritit. Bemerkungen zu der Mitteilung 
von Herrn Engleson iiber die Bestimmung kleinster Arsen- 
mengen. 


Von 


Professor Ludwig Ramberg. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitit Uppsala.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Januar 1921.) 


Im Jahre 1913 wurde in Schweden vom Minister des 
Innern ein Beirat von Sachverstindigen (gewohnlich die , Arsenik- 
kommission* genannt) einberufen, um Ermittlungen iiber die 
seit Jahren brennende Frage der von einem Arsengehalt der 
Wohnung oder der Gebrauchsgegenstinde veranlafiten chro- 
nischen Arsenvergiftung anzustellen. Die Mitglieder dieser 
Kommission waren die Professoren Kar] Petrén (Vorsitzender), 
Ivar Bang, Germund Wirgin und der Verfasser. Der von 
19 Anlagen begleitete Bericht der Kommission (im ganzen 
iiber 1800 Druckseiten in Quarto) wurde im April 1919 dem 
Minister des Innern iiberreicht. 

Ks liegt in der Natur der Sache, daf} im Laufe der von 
den Kommissionsmitgliedern und ihren Mitarbeitern ausge- 
fiihrten sehr eingehenden Experimentaluntersuchungen auch 
verschiedene sehr genaue Methoden zur Bestimmung des Arsen- 
gehalts von Warenproben, organischen Geweben, Urin, Gasen usw. 
ausgearbeitet wurden, und zwar umfassen diese Methoden das 
grofe Gebiet von etwa 200 bis etwa 0,0002 mg As. 

Nun hat ein Herr Engleson in dieser Zeitschrift (Bd. 111, 
S. 201) eine Mitteilung veréffentlicht, welche — bis auf einige 
Analysen — trotz des Scheins einer Originalarbeit in der Tat 
nichts als eine verkiirzte Ubersetzung einiger der Anlagen 
zum Bericht der Arsenikkommission ist. Um die Art klar- 
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zulegen, auf welche Herr Engleson mit der Wahrheit und 
mit dem geistigen Eigentum anderer umgeht, sehe ich mich 
gendétigt, seine Arbeit eingehend zu erértern. 

S. 201 schreibt Herr Engleson: ,Da sich diese Ver- 
fasser“ (Ramberg und Sjéstrém) ,,dabei mit einer Genauigkeit 
von 0,01 mg As begniigten‘*, und S. 202: ,weil es die beiden 
Verfasser an einer Stelle sogar lacherlich finden, eine héhere 
Genauigkeit, als die oben angegebene, anstreben zu wollen.‘ 

Hierzu méchte ich folgendes bemerken: In der Anlage VIII 
zum Bericht der Arsenikkommission’) (der Titel dieser Anlage 
lautet in deutscher Ubersetzung: Hine Methode zur Bestim- 
mung des Arsengehalts von Warenproben“) ist eine von mir 
und meinem damaligen Assistenten cand. phil. G. Sjéstrém 
ausgearbeitete Methode zur Bestimmung des Arsengehalts von 
Handelswaren, Gebrauchsgegenstiinden usw. beschrieben. Die 
Griinde, warum wir fiir diese Zwecke eine Genauigkeit von 
+ 0,01 mg As als angemessen hielten, haben wir (Anlage VIII, 
S. 7) mit den folgenden Worten auseinandergesetzt: , Man mufi 
beachten, erstens daf die zur Untersuchung vorliegenden Proben 
beziiglich der Verteilung des Arsengehalts keineswegs immer 
homogen sind (insbesondere Tapeten, Linoleumteppiche und 
Wolle bieten oft ein sehr heterogenes Analysenmaterial dar), 
zweitens daf} die Abmessung der Analysenproben in der Praxis 
gewohnlich keine sehr genaue ist, besonders in den Fallen, 
wo die ProbegréBen durch Lingenmessung bestimmt werden’). 
Bei einem Probestiick von 5x10 cm? bedingt z. B. ein Messungs- 
fehler von 1 mm in jeder Richtung einen Fehler von 1,5 cm’, 
d. h. 3°/o, was bei einem Arsengehalt von 0,5 bzw. 0,2 mg As 
einen Fehlbetrag von 0,015 bzw. 0,006 mg As besagt. Wenn 
man diese Umstiinde in Erwigung zieht, mul man eine Ge- 
nauigkeit der Analysenmethode von + 0,01 mg As als der- 
mafien geniigend erachten, daf} es betreffend die Zwecke 


1) Sonderabdriicke der Anlagen VI, VIII und IX wurden der Redak- 
tion dieser Zeitschrift iiberliefert. 

*) Nach dem schwedischen Gesetz werden die Proben verschiedener 
Warengattungen zur Untersuchung auf Arsen nach Oberfliehe, nicht 
nach Gewicht abgemessen. 
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der Praxis nutzlos, ja fast licherlich erscheint, eine noch 
héhere erstreben zu wollen.‘ 

Ks mu} hervorgehoben werden, dali es aus dem Zusammen- 
hange klar hervorgeht, dafi die soeben zitierte Stelle sich ganz 
allzemein auf Methoden zur Bestimmung des Arsengehalts von 
Warenproben beziecht, somit nicht speziell auf die Methode von 
Ramberg und Sjéstrém. 

Da man wohl voraussetzen mufi, dafs Herr Engleson 
seine Muttersprache versteht, so ist kaum anzunehmen, dafs 
die zweite der vorstehenden Behauptungen von Herrn Engleson 
auf einem Irrtum beruht. 

Mit der ersten seiner Behauptungen steht es auch nicht 
besser. Herr Kngleson hiitte aus der Anlage VIII unschwer 
finden kénnen, dali wir — wenn es sich nicht um die Analyse 
von Warenproben, sondern um die Priifung unserer Methode 
an wohldefinierten Objekten handelte — uns keineswegs mit 
einer Genauigkeit von + 0,01 mg As begniigten. Aus den 
Tabellen 2 und 10 der Anlage VIII (S. 16 bzw. 27) geht klar 
hervor, daf} wir bei der Bestimmung von Arsenmengen bis 
5 mg durch unsere Modifikation der Schneider-Destillation 
sowohl mit (Tab. 2) wie auch ohne (Tab. 10) Chlorkalium- 
zusatz und durch Titration des Destillats mit Kaliumbromat- 
lésung (1 ccm = 0,2 mg As) eine Genauigkeit von + 0,002 mg As 
erreicht haben, d.h. eben dieselbe Genauigkeit, derer Erreichung 
durch ,sein verfeinertes Verfahren‘ sich Herr Engleson riihmt. 
Dasselbe geht aus mehreren Stellen der Anlage IX (siehe 
unten) sowie aus der folgenden Tabelle hervor, die ich dem 
Bericht der Arsenikkommission S. 74 entnehme (Destillation 
ohne Chlorkalium): 











Arsenzusatz | Gefunden Differenz Uber destil lierte 
Fliissigkeit 
mg As mg As mg As 
ccm 

0,050 0,051 + 0,001 16 

0,100 0,098 — 0,002 16 

0,200 0,201 + 0,001 22 

0,502 0,503 + 0,001 24 

1,002 1,001 — 0,001 17 
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Herr Engleson hitte sich also die Miihe ersparen kénnen, 
,das Titrationsverfahren dieser Verfasser einer kritischen Unter- 
suchung in allen seinen einzelnen Teilen“ (S. 202) zu unter- 
ziehen, um so mehr als — wie ich im folgenden zeigen werde — 
keine einzige Tatsache aus seiner ,kritischen Untersuchung“ 
hervorgegangen ist, die nicht schon durch die Arbeiten von 
Ramberg und Sjéstrém bekannt wire. 

Natiirlich wire Herr Engleson in seinem vollen Rechte, 
sich in der Handhabung unserer Methode zu iiben, ja es 
stiinde ihm sogar frei, eine verkiirzte deutsche Ausgabe der 
Abhandlungen tiber Arsenbestimmung von Ramberg und 
Sjéstré6m zu besorgen (wozu er jedoch nach Jéblicher Ge- 
wohnheit unsere Genehmigung hitte einholen miissen), wenn 
er nur eine solche Veréffentlichung ausdriicklich als Uber- 
setzung bezeichnet hatte. Wenn er aber (S. 203) von seinem 
,verfeinerten Verfahren‘ spricht, und wenn er weiter schreibt: 
,in einem zweiten Abschnitt (B) wird mein’) Verfahren... 
mitgeteilt werden“, so muf} ich dagegen, wie iiberhaupt gegen 
den Versuch Herrn Englesons, seine Mitteilung als Original- 
arbeit hervortreten zu lassen, die schirfste Verwahrung ein- 
legen, denn sein Aufsatz ist durchweg ein Plagiat, wie ich 
im folgenden ausfiihrlich darlegen will. 

S. 204. Die hier gegebenen Vorschriften zur Bereitung 
der Kaliumbromat- und Methylorangelésungen sind nach Anl. VIII, 
S. 60 iibersetzt. Nur gibt Herr Engleson fehlerhaft 0,2 statt 
0,1 ¢ Methylorange auf 250 cem Wasser an. 

S. 205-206. Die Anweisungen Herrn Englesons zur 
Ausfiihrung der Bromattitration stimmen mit den von uns er- 
mittelten giinsligsten Arbeitsbedingungen (Anl. VIII, S. 11—12, 
65-—66) genau iiberoin, mit, den Ausnahmen, daf} Herr Engleson 
wihrend der Titration den Kolben in einer Porzellanschale mit 
Wasser von 30-40 stehen lat, und dafi er die Bromat- 
lésung schon von Anfang an ebwas langsamer zutrépfelt, als 
wir es bei der Untersuchung von Handelswaren nétig 


gefunden haben. Was die erste diescr , Verbesserungen* be- 


') Von mir gesperrt. L. R 
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trifft, so ist sie ebenso unbequem wie unndtig. Es geniigt 
vollkommen, die Fliissigkeit vor der Titration auf dem Draht- 
netz zu erwarmen (wobei man die Temperatur einfach durch 
Auflegen der Hand auf den Kolben kontrolliert); in den 
wenigen Minuten, welche die Titrierung kleiner Arsenmengen 
fordert, bleibt die Temperatur des Kolbeninhalts geniigend 
konstant, beim Titrieren gréferer Mengen erwairmt man von 
Zeit zu Zeit. Beziiglich der Titriergeschwindigkeit muf ich 
bemerken, dafi die Vorschrift Herrn Englesons gerade im 
wichtigsten Moment (Schluf der Titration) mit der unsrigen 
genau iibereinstimmt (mindestens eine Minute nach jedem 
Zusatz warten!). Auch die von Herrn Engleson angegebene 
Kontrolle (Zusatz eines Tropfens der Methylorangelésung zur 
entfirbten Fliissigkeit) ist unserer Arbeitsvorschrift entnommen 
(Anl. VIII, S. 11—12, 66). Diese Kontrolle zeigt jedoch nur 
ziemlich grobe Ubertitrierung an. Nach Herrn Englesons 
eigener Angabe (S. 210) entspricht ja 1 Tropfen Methylorange- 
lésung 1:2500 etwa 0,05 cem Bromatlésung = 0,01 mg As! 

S. 207—208. Die Untersuchung Herrn Englesons iiber 
den Einfluf der Chlorwasserstoffkonzentration bringt nichts 
Neues. Wir haben schon festgestellt (Anl. VIII, 8. 11), dais die 
Titriermethode im Konzentrationsintervall von 1- bis 2,5-n HCl 
(3,7—9,0 g HCl in 100 cem) sehr gut und bis 3-n HCl (11 g 
HCl in 100 ccm) jedenfalls noch brauchbar ist, dafi} aber die 
Entfarbung des Indikators mit zunehmender Chlorwasserstoff- 
konzentration (von 1-n an) immer langsamer erfolgt, so dafs 
man bei 3-n HCl 2—3 Minuten nach jedem Zusatz warten muf. 
(Beziiglich friiherer Untersuchungen iiber den Kinflu der Chlor- 
wasserstoffkonzentration auf die Titration gréferer Arsen- 
mengen verweise ich auf die Anl. VI, 8. 123—124.) Ich méchte 
hier nochmals hervorheben, daf} unsere oben angefiihrten, auf 
+ 0,002 mg As genauen Bestimmungen gerade an den durch 
unsere Modifikation der Schneider-Destillation gewonnenen 
Destillaten ausgefiihrt wurden. Da Herr Engleson unsere 
Destillationsmethode unverindert verwendet hat (s. unten), so 
hatte er es gar nicht nétig gehabt, die Verwendbarkeit der 
Titriermethode an solchen Destillaten besonders zu priifen (S.208)- 
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S. 209. Auch die Untersuchung Herrn Englesons iiber 
den Temperatureinflufs ist ganz unnétig und bringt nichts Neues. 
Wir haben schon (Anl. VIII, S. 12) etwa 35°C als Temperatur- 
optimum angegeben. (Bei zu hoher Temperatur liegt — wenig- 
stens bei etwas gréferen Arsenmengen — die Gefahr vor, Arsen 
durch Verfliichtigung als Trichlorid zu verlieren.) 

S. 209—210. Zu Herrn Englesons Untersuchung iiber 
den ,,Kinfluf} der Menge und der Konzentration der Indikator- 
lésung“ und seinen daran angekniipften Betrachtungen bemerke 
ich nur, daf} wir bereits festgestellt haben, daf} schon 1 Tropfen 
der Methylorangelésung 1 : 2500 eine merkliche Menge Bromat- 
lésung verbraucht, weshalb wir die Notwendigkeit besonders 
hervorgehoben haben, die Indikatorlésung in einer Tropfflasche 
aufzubewahren, welche immer gleich grofe Tropfen abgibt und 
jede Verdampfung der Fliissigkeit sowie Krustenbildung an der 
Ausflubéffnung verhindert (Anl. VIII, S. 10, 59, Abs. e und 
Fig. 3, 8. 69). 

Herr Engleson meint (S. 211), da die von ihm benutzten 
Prazisionsquetsehhahnbiiretten nach Pregl (in der Tat die 
einzige Neuerung, mit welcher er unsere Methode bereichert 
hat) ,die erreichte hohe Genauigkeit nicht zum geringsten 
Teil* bedingt haben. Wir haben indessen die gleiche Genauig- 
keit erreicht bei Verwendung gewohnlicher, selbstverstindlich 
sehr genau kalibrierter, in '/,, ccm geteilter Biiretten (Skalen- 
lange etwa 20 cm auf 10 ccm). Fiir Leute, die in der Schaitzung 
von Bruchteilen der Strichabstiinde keine Ubung besitzen, mag 
ja eine Biirette mit feinerer Teilung immerhin von einigem 
Nutzen sein. Nur méchte ich bemerken, dal die Verwendung 
von Quetschhahnbiiretten bei einer Titrationsmethode, welche 
gegen Verunreinigungen organischen Ursprungs so tberaus 
empfindlich ist, wie die Bromattitration kleiner Arsenmengen, 
etwas gewagt erscheint. Wenigstens mufite die im Gummi- 
schlauch stehende Fliissigkeit vor jeder Titration abgelassen 
werden. Wir haben immer Glashahnbiiretten ohne jedes 
Schmiermittel verwendet mit der Vorsicht, dafi das Herab- 
fallen in die zu titrierende Fliissigkeit von Krusten des Bromats, 
welche durch Eintrocknen der Lésung an der Schliffstelle ge- 
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bildet werden kénnen, durch Aufschieben einer durchlécherten 
Kartonscheibe auf das Auslaufréhrchen der Biirette verhindert 
wurde (Anl. VIII, S. 59, Abs. d). Solche Kleinigkeiten sind 
aber beim ,verfeinerten® Verfahren des Herrn Kngleson 
offenbar nebensichlich! 

Nach dem Angefiihrten diirfte es nicht zweifelhaft sein, 
mit welchem Recht Herr Engleson (S. 211) sich den Schein 
geben will, das von uns benutzte Titrierverfahren ,,verfeinert“ 
zu haben. Seine Bemerkung in der Fubnote (S. 211) 
entspricht nicht der Wahrheit. Denn wir haben a. a. O. 
(Anil. VIII, S. 8, Zeile L v. 0.) gesagt: ,diese (d. h. die Ge- 
nauigkeit der Bromattitration) kann ohnebin, wenn erwiinscht, 
nach einiger Ubung auf -+ 0,002 mg As gesteigert werden.“ 
Und die Tatsache, dab wir diese Genauigkeit nicht , vielleicht 
gelegentlich® (wie Herr Kngleson sagt), sondern immer 
erreicht haben, wenn wir mit wohldefinierten Analysenobjekten 
arbeiteten, kann Herrn Kngleson wihrend der Anfertigung 
seines Plagiats der Anlagen VIII und IX unmédglich ent- 
gangen sein. 

Ks kann kaum wundernchmen, dafi Herr Engleson es 
nicht der Erwihnung wert findet, dai das betreffende Titrier- 
verfahren eine Ubertragung ins mikrochemische Gebiet der 
schon 1893 von St. Gy6ry gefundenen und sich einer 
immer mehrenden makroanalytischen Verwendung erfreuenden 
Methode ist. 

Wir gehen jetzt zum Abschnitt B (S. 211 ff.) iiber, in 
welchem nach Herrn Englesons Aussage (5S. 203) sein’) 
Verfahren zur Arsenbestimmung mitgeteilt wird. Es wird sich 
herausstellen, daf} dieser Abschnitt mit Ausnahme der Ana- 
lysen S. 219 nichts enthélt, wozu Herr Engleson das Ur- 
heberrecht hitte. 

S. 212. Die Absiitze a)—d) sind eine wortgetreue Uber- 
setzung der Absiitze a)- d) der Anlage VIII, S. 58, nur wurde 
in ¢) ,tlydrazinsulfat* statt ,Ferrosalz* gesetzt (siche, unten). 


» 


') Von mir gesperrt. L. R. 
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S. 212—213. Die Gerite- und Reagenzienverzeichnisse 
sind mit einigen Auslassungen und belanglosen Abanderungen 
nach Anlage VIII, S. 59—60 iibersetzt. Auch die Figuren 
1 und 2 sind dieser Anlage entnommen. 


S. 214—215. Von der hier mitgeteilten Methode ist das, 
was in ,II. Die Vorbehandlung der Probe‘ und in den ersten 
10 Zeilen von ,III. Die Verbrennung der organischen Stoffe“ 
enthalten ist’), in folgender Weise entstanden. Herr Engleson 
hatte Herrn Sjéstrém und Herrn Mag. phil. Holmquist an- 
gestellt, um Arsenbestimmungen an Urin- und Blutproben usw. 
auszufiihren. Die Arbeit wurde zwar nach kurzer Zeit ein- 
gestellt, unterdessen wurde aber die von Herrn Engleson 
jetzt veréffentlichte Methode zur Urinanalyse von den Herren 
Sj6strém und Holmquist in Anschluf} an friihere Unter- 
suchungen der Arsenikkommission ausgearbeitet, und eine Be- 
schreibung der Arbeitsweise mit der Aufschrift ,Darf ohne 
Genehmigung der Verfasser nicht veréffentlicht werden“ wurde 
Herrn Engleson eingehindigt. Herrn Englesons jetziger 
Assistent, Dr. Lamprecht, bezeugt, dafi er in Herrn 
Englesons Laboratorium in Malm, auf dieses Manuskript ge- 
stiitzt, gearbeitet hat. Der Rest des Paragraphen III (,Die Ver- 
brennung der organischen Stoffe‘) ist bis auf die 4 letzten Zeilen 
(die besser weggelassen waren, weil man im Falle des Nicht- 
auftretens nitroser Dimpfe die Analyse verwerfen sollte) der 
Anlage VIII, 8. 61—62 entnommen. Die in Rede stehende 
Methode zur Verbrennung der organischen Stoffe wurde wahrend 
der sechsjihrigen Arbeit der Arsenikkommission von Professor 
Bang und seinen Mitarbeitern sowie von mir und Sjéstrém 
vielfach modifiziert und den verschiedensten Aufgaben angepafit. 
(Geschichtliches iiber diese Methode findet sich in der Anlage VI, 
betitelt Die Entwicklung der Methoden zur Isolierung des 
Arsens aus Untersuchungsobjekten organischen Ursprungs und 
zur Bestimmung kleiner Arsenmengen, eine geschichtlich-kri- 


1) Der — ibrigens unnétige — ,langstielige Trichter* ist aber Herrn 
Englesons Erfindung. Statt der von uns benutzten porésen Siedesteine 
verwendet er Glasperlen, deren Zweckmiabigkeit sehr fraglich sein diirfte. 
iloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 19 
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tische Ubersicht von L. Ramberg und L. Smith‘, S. 36 
bis 43.) 

S. 215—217. Der Paragraph IV (,,Die Reduktion und 
Destillation“) wird von Herrn Engleson mit einigen etwas 
verworrenen Bemerkungen eingeleitet, die ich in aller Kiirze 
richtigstellen méchte. Das Verdienst, Hydrazinsalze als Re- 
duktionsmittel bei der Schneider-Destillation eingefiihrt zu 
haben, gebiihrt nicht Ramberg und Sjéstrém, sondern Jan- 
nasch und Seidel. Wir (R. und 8.) haben zwar bei der in 
der Anlage IX, S. 6 ff. beschriebenen Mikrodestillationsmethode 
Hydrazinsulfat statt eines Ferrosalzes verwendet, aber nur 
um die ,,Vergiftung“ der Kathoden durch mitgerissene Eisen- 
salze bei der folgenden elektrolytischen Arsenbestimmung zu 
vermeiden. Wenn es sich aber um die Bestimmung des Arsens 
im Destillat durch Bromattitration handelt, haben die Hydrazin- 
salze vor den Ferrosalzen kaum etwas voraus. Beziiglich der 
Geschichte der Schneider-Destillation mu ich auf Anlage VI, 
S. 55—75 verweisen, wo man eine sachliche Darstellung der 
Verdienste der Arsenikkommission um die Entwicklung dieser 
Methode findet. 

Von S. 216, Zeile 18 von oben an ist die Darstellung des 
Herrn Engleson eine wortgetreue Ubersetzung unserer Vor- 
schriften (Anl. VIII, S. 64—65 und — betreffend das Destil- 
lationsverfahren ohne Chlorkaliumzusatz — 8. 26—27). Nur 
steht (S. 216) ,1 g Hydrazinsulfat“ statt ,2g Mohr/s Salz 
oder Ferrosulfat“ und (S. 217, Absatz b) ,20—25 cem Filiissig- 
keit“ statt ,25—30 ccm“. (In unserer endgiiltigen Vorschrift 
zur Ausfiihrung der Destillation ohne Chlorkaliumzusatz heifit 
es: ,Die Flammengréfe muf derart reguliert werden, daf} das 
Volumen der Fliissigkeit in der Vorlage wihrend der Destil- 
lation* [10 Min.] ,um 18—20 cem zunimmt*. — Bericht der 
Arsenikkommission S. 100—101.) 

S. 218. Auch der Paragraph V (,,Die Priifung der Re- 
agenzien usw.“) ist nach Anl. VIII, 8. 66—67 wortgetreu 
tibersetzt. 

S. 219—220. Das in ,, VII. Modifikation der Methode usw.‘ 
beschriebene Verfahren ist beziiglich der Destillation und der 
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Titration der Anl. [IX '), S.6—8 entnommen. (S 220 muf es 
aber 16 statt 10 ccm Salzsiure heifien.) Daf} wir bei der 
Bromattitration auch hier eine Genauigkeit von + 0,002 mg As 
erreicht haben, geht aus den Tabellen 1 (Nr. 5—8) und 2 
(Nr. 3—6) hervor (Anl. IX, S. 9), sowie aus der kleinen Tabelle 
S. 10, in welcher die Ergebnisse einiger Analysen mitgeteilt 
sind, bei welchen unbekannte Arsenmengen zuerst von Herrn 
Sjéstrém durch Mikrodestillation und Bromattitration, dann 
von mir durch die quantitative elektrolytische Spiegelmethode 
(ohne Kenntnis der Resultate Sjéstréms) bestimmt wurden. 

Was die von Herrn Engleson hier angegebene Ver- 
brennungsmethode betrifft, so wurde dieselbe wenigstens ein 
Jahr, bevor Herr Engleson anfing, sich mit Arsenbestim- 
mungen zu beschaftigen, bei einer in der medizinischen Klinik 
der Universitit Lund (Direktor Professor Dr. med. Kar] 
Petrén) von Herrn Lic. med. Brahme (anfangs unter Mit- 
wirkung Herrn Sjéstréms) ausgefiihrten Untersuchung zur 
Analyse von Blut und Lumbalfliissigkeit verwendet und dabei 
einer genauen Kontrolle durch meine elektrolytische Spiegel- 
methode (Genauigkeit + 0,0002 mg As!) unterworfen. 

Zum Schluf méchte ich bemerken, dafi die von Herrn Eng- 
leson ausgesprochene Ansicht, da der Schwerpunkt des Ver- 
fahrens in der Durchfiihrung der Titration von arseniger Siaure 
in stark saurer Lésung mit einer Kaliumbromatlésung* liege 
(S. 204), zeigt, wie wenig er in das Verfahren eingedrungen 
ist. Die Hauptpunkte des Verfahrens sind vielmehr einerseits 
die absolut vollstindige Verbrennung der organischen Stoffe, 
andererseits die Beseitigung der Sauerstoffverbindungen des 
Stickstoffs und das restlose Abdestillieren des Arsens. Sind 
diese Bedingungen erfiillt, so kann man mit dem gleichen Er- 
folg das Arsen in verschiedener Weise bestimmen (z. B. durch 





‘) In dieser Anlage wird von mir und Herrn Sjéstrém ein Ver- 
fahren zur Bestimmung minimaler Arsenmengen beschrieben. Dieses Ver- 
fahren ist eine Kombination von Mikro-Schneider- Destillation, Bromat- 
titration und einer von mir friiher beschriebenen elektrolytischen Spiegel- 
methode (mit Quecksilberkathode), bei welcher die Arsenspiegel jodo- 
metrisch mit einer Genauigkeit von -+ 0,0002 mg bestimmt werden. 
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Titration mit Bromat- oder Jodlésung). Nur bietet die Bromat- 
titration den besonderen Vorteil, dafs man durch Abdampfen der 
titrierten Lésung mit Salpetersiure und durch Wiederholung 
der Verbrennung, Destillation und Titration sich sehr leicht 
davon iiberzeugen kann, ob das zuerst gewonnene Resultat 
richtig oder zufolge unvollstindiger Verbrennung zu hoch war 
(vergl. Anl. VIII, 8. 63 und Anl. IX, S. 8,11). Von einer solchen 
Kontrolle sagt aber Herr Engleson kein Wort! 
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Bemerkungen zu der vorhergehenden Mitteilung des Herrn 
Professor L. Ramberg. 
Von 
Fritz Pregl. 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mirz 1921.) 


Auf Wunsch des Herausgebers Herrn Professors A. Kossel 
kennzeichne ich meine Stellung zu vorstehendem Aufsatz von 
Herrn Prof. Ramberg, weil die in Rede stehende Veroffent- 
lichung von Herrn Dr. Hugo Engleson in Malmé6 als ,aus 
dem medizinisch-chemischen Institute in Graz hervorgegangen“ 
bezeichnet ist. 

Wihrend meiner Anwesenheit in Malmé im Herbst 1920 
konnte ich den weiteren Verlauf der Arbeiten der Herren 
Engleson und Lamprecht verfolgen. Nach dem dort Ge- 
sehenen und Gehérten muBte ich die Uberzeugung gewinnen, 
dafi es ihnen mit dem Verfahren von Ramberg-Sjiéstrém 
nun gelingt, auch eine héhere Genauigkeit der Arsenbestim- 
mung regelmafiig zu erzielen, wahrend seine Begriinder eine 
solche nur gelegentlich erzielt haben sollen. Trotz Unkenntnis 
der schwedischen Sprache wurde ich durch die beiden erst- 
genannten Herren auch teilweise mit dem Inhalt der Berichte 
der Schwedischen Arsenikkommission vom Jahre 1919 bekannt- 
gemacht und war ihnen bei der Redaktion ihrer Ergebnisse 
um so lieber behilflich, als ich ein allgemeines Interesse der 
Fachgenossen fiir die Erfolge Schwedens auf dem Gebiete der 
Arsenbestimmung voraussetzen mufite. Bei der Redaktion des 
Textes war ich auf das peinlichste darauf bedacht, jedes Wort 
zu vermeiden, das die Prioritaét der Herren Kollegen Ramberg 
und Sjéstrém in Zweifel ziehen kénnte, namentlich auch in 
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der Frage der Behandlung der Untersuchungsobjekte. Wenn 
es aber auf S. 203 trotzdem heifit: ,In dem 2. Abschnitt (B) 
wird mein Verfahren zur Behandlung von Kérperfliissigkeit .. .“, 
so stellt das Wértchen ,mein“ eine nachtrigliche Anderung 
des Urtextes dar, die nur Herr Engleson zu verantworten 
hat und die mir leider auch bei der Durchsicht der Korrek- 
turen auf Druckfehler entgangen ist. Daf} von einem neuen 
Verfahren Englesons namentlich zur Behandlung der Unter- 
suchungsobjekte nicht die Rede sein konnte und kann, geht 
schon aus der Anfiihrung der Bemiihungen Bangs, Ram- 
bergs und Sjéstréms im Abschnitte B auf S. 215 und 216, 
namentlich aber aus dem Absatz auf S. 203 der Einleitung 
hervor, worin die Mitteilung Englesons damit begriindet 
wird, dai die Originalliteratur der Schwedischen Arsenik- 
kommission nur dem geringsten Teile der Fachgenossen zu- 
giinglich und verstindlich sein diirfte. Gerade dieser Hinweis 
war einer der Hauptgriinde, nach beendeter Redaktion anzu- 
nehmen, daf} diese kleine Arbeit Englesons nicht nur nir- 
gends AnstoB erregen, sondern dankbar hingenommen werden 
wird, und vermochte alle meine Bedenken zu zerstreuen, die 
dagegen sprechen konnten, seinen Wunsch nach Anlehnung 
an mein Institut in letzter Stunde zu erfiillen. 
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Uber die Darstellung von Chlor- und Bromtyrosin und von 
den analogen Tyraminen. 
Von 


R. Zeynek. 





(Aus dem Deutschen med.-chem, Universitatsinstitut in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Marz 1921.) 








Fiir die Darstellung von 3,5-Dijodtyrosin ist durch H. L. 
Wheeler und G. S. Jamieson’) sowie durch M. Henze’) 
ein einfaches Darstellungsverfahren gefunden. Zur Darstellung 
von 3,5-Dibromtyrosin steht dagegen nur das umstindliche, 
langwierige Verfahren von Gorup, modifiziert von C. Th. 
Mérner®), zur Verfiigung. Die direkte Darstellung von 3,5- 
Dichlortyrosin ist den Autoren, welche sie versucht haben, 
nicht gelungen‘). 

Aloy und C. Rabaut teilen dariiber (1. c. S. 393) folgendes mit : 
»Le chlore rigoureusement sec n’attaque pas la tyrosine séche. En fai- 
sant passer un courant de chlore sur de la tyrosine humide, on obtient 
une masse jaune trés altérable qui noircit trés rapidement a la tem- 
pérature ordinaire. La majeure partie du composé qui a pris naissance 
est constituée par un dérivé perchloré.... Le méme composé s’obtient 
trés facilement en faisant agir l’eau de chlore sur la tyrosine en sus- 


pension dans l’eau ou dissoute dans un acide. — L’action du chlore con- 
duit donc surtout a la formation d’un dérivé perchloré.“ 





1) Wheeler und Jamieson, Americ. J. of Chem. Bd. 33, S. 365, cit. 
nach J. B. f. Tierchemie Bd. 35, 8. 590. 

2) M. Henze, Diese Zeitschr. Bd. 51, S. 64 (1907). 

3) E. von Gorup, Liebigs Ann. Bd. 125, S. 281 (1862). C. Th. 
Mérner, Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 125 (1913). 

*) Aloy und Rabaut, Bull. soc. chim. Bd. 3, S. 391 (1908); vgl. 
auch Th. Panzer, Diese Zeitschr. Bd. 33, S. 148. 
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Erst H. L. Wheeler, Ch. Hoffmann und Tr. B. John- 
son’) haben bei Verwendung von Tyrosinhydantoin eine glatte 
Chlorierung zu kristallisiertem 3,5-Dichlortyrosinhydantoin er- 
reicht und gewannen durch Spaltung des letzteren mit Baryum- 
hydroxyd kristallisiertes 3,5-Dichlortyrosin. 

Diese Reaktionen lassen sich wesentlich vereinfachen und 
dadurch die physiologisch interessanten 3,5-Brom- und Chlor- 
derivate des Tyrosins rasch und leicht gewinnen. 

Unerwartet glatt reagiert in Kisessig suspendiertes 
Tyrosin auf die Einwirkung von Brom und von Chlor, indem 
unter reichlicher Entwickluag von Halogenwasserstoff die 
3,5-Halogenderivate sich bilden in Form ihrer Halogenwasser- 
stoffsalze, entsprechend der Gleichung: 

OH- C,H, - CH,  CH(NH,)- COOH + 4 Cl 
— OH - Cl, - C,H, « CH, « CH(NH, - HCl) - COOH + HCI. 

Wird Chlor oder Brom in gréBerem UberschuB, als dieser 
Gleichung entspricht, einer Suspension von Tyrosin in Hisessig 
zugefiigt, so reagiert es nicht oder nur sehr langsam, und 
bei einigermafen vorsichtigem Arbeiten entstehen nur kri- 
stallisierte Reaktionsprodukte. Ubrigens ist das Ende der 
Reaktion durch den bleibenden Chlor- bzw. Bromgeruch an- 
gezeigt. Selbst ein geringer Wassergehalt des Eisessigs hemmt 
die Reaktion des Broms nicht, bei der Chloreinwirkung ver- 
mindert er aber die Ausbeute und beeintrachtigt die Reinheit 
des Produkts. 

Noch auffilliger als diese glatte Reaktion des Tyrosins 
erschien mir, dali Substanzen, welche gegen freies Chlor 
und Brom so empfindlich sind wie die Base des Tyrosins 
(,T'yramin‘) und auch die am Stickstoff methylierten Deri- 
vate desselben, in Eisessigsuspension glatt chloriert und bro- 
miert werden kénnen unter Bildung der 3,5-Halogenderivate. 
Die Reaktion verliuft analog der oben verzeichneten. 

Im folgenden sei vorerst tiber den chemischen Teil dieser 
Untersuchungen berichtet. 





1) Wheeler, Hoffmann, Johnson, Amer. J. of biol. Chem. Bd. 10, 
S. 147 (1911). 
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Darstellung und EHigenschaften des 3,5-Dibrom-(l)- 
Tyrosins. 


30 g gut gepulvertes !-Tyrosin wurden mit etwa 100 ccm 
Eisessig verriihrt, hierauf mit einer Lésung von 54 g Brom 
in dem etwa dreifachen Volum Eisessig versetzt. Unter reich- 
licher Entwicklung von Bromwasserstoff und unter Erwir- 
mung trat Lésung ein. Die vom iiberschiissigen Brom gelb- 
rot gefirbte Fliissigkeit wurde durch Einstellen in Wasser 
gekiihlt; in etwa 30 Minuten war die Hauptmenge des Re- 
aktionsprodukts als farbloser Kristallbrei ausgefallt. 

Der Niederschlag kann durch Absaugen und Waschen mit 
wenig Kisessig von der Mutterlauge getrennt werden, doch 
ist es schwer, ihn vom anhaftenden Eisessig durch Absaugen 
ganz zu befreien, bei stundenlangem Absaugen wird auch ein 
Teil des gebundenen Bromwasserstoffs abgespalten. 

Bei diesem Vorgehen erhilt man sofort 70—80°s (je 
nach Aubentemperatur und der Menge des verwendeten Eis- 
essigs) vom gebildeten Dibromtyrosin, im wesentlichen als 
Hydrobromid. Nach dem Lésen des trockenen Niederschlags 
in Wasser (eventuell nach Zusatz von ein wenig Salzsiure, 
was zur Erzielung einer vollstindigen Lésung nétig ist, wenn 
lange abgesaugt worden war) wird von spirlichen grauen 
Fléckchen abfiltriert, das ganz farblose Filtrat wird mit Lauge 
bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt, sofort darauf 
mit Essigsiure angesiuert, oder nach C. Th. Mérners Vor- 
schlag (I. c. S. 126) direkt mit einem Uberschusse von Natrium- 
acetat gefallt. Nach einigen Stunden wird die Fiallung ab- 
gesaugt und mit Wasser gewaschen. Aus der Mutterlauge ist 
der Rest des Bromtyrosins, nachdem der noch vorhandene 
Bromiiberschuf, der freie Bromwasserstoff und die Hauptmenge 
des Eisessigs entfernt worden sind, analog zu gewinnen, aller- 
dings meist leicht graugelb gefairbt. Die Ausbeute ist eine 
fast quantitative. 

Das verwendete Tyrosin war durch Salzsiurespaltung von Eiweif 
gewonnen, mehrmals aus heifem Wasser umkristallisiert worden. Sein 


Stickstoffgehalt ergab sich nach Kjeldahl zu a) 7,7, b) 7,8°/, (ber. 7,74°/,), 
In 5°/,iger Lisung, welche mit 4°/,iger Chlorwasserstoffsiure bereitet 
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worden war, wurde bei 20°C die Drehung zu [a] >= —12,8° bestimmt. 
Es ist demnach als typisches 1-Tyrosin anzusehen. 

Die Eigenschaften des 3,5-Dibrom-(l)-Tyrosins sind von 
C. Th. Mérner (I. c.) so eingehend geschildert worden, dab 
in dieser Beziehung nichts wesentlich Neues mitgeteilt werden 
kann. Die folgende Aufzihlung der Eigenschaften kann dem- 
nach nur die Aufgabe haben, die Identitaét des auf dem neuen 
Wege gewonnenen Priparates mit dem nach Mérners Me- 
thode dargestellten festzustellen. 


Aus etwa 5°/,iger mineralsaurer Lésung_ kristallisiert 
3,0-Dibrom-(l)-Tyrosin in rhombischen Tafeln, die 2 Molekiile 
Kristallwasser enthalten (Mérners [b] Form), werden diese 
Kristalle in heifiem Wasser gelist, so fallt es beim Erkalten 
in Biischeln feiner Nadeln wasserfrei aus (Mérners [a] Form). 
Die beiden Kristallformen sind ineinander tberfihrbar. 


Es existiert auBerdem noch eine dritte Kristallform des 
1-Dibromtyrosins, die bei Neutralisation einer recht konzen- 
trierten sauren Dibromtyrosinlésung auftritt: Rosetten von 
derben Kristallnadeln, perlmuttergliinzend, mit 2 Molekiilen 
Kristallwasser, an der Luft nicht verwitternd. 


In einem Falle wurden 17 g lufttrockenes HBr-Dibromtyrosin in 
40 ccm Wasser und 2 ccm Salzséiure von s = 1,175 gelést, mit 16 ccm 
4-n Natronlauge und Kisessig, bis zur stark sauren Reaktion, gefallt. Es 
fielen zuerst einige rhombische Kristalle aus, bald darauf Kristallnadeln, 
welche die Hauptmenge des Niederschlags bildeten. Die Kristalle wurden 
nach 2 Stunden abgesaugt, mit Wasser gut gewaschen, an der Luft ge- 
trocknet. Sie gaben 8,1°/, Kristallwasser. — In einem anderen Falle 
wurde die Fallung analog vorgenommen, bei etwas geringerer, nicht genau 
bestimmter Konzentration. Der aus wenig Rhomben, vorwiegend aus 
Kristallnadeln in groBen Drusen bestehende Niederschlag gab, an der Luft 
und kurze Zeit itiber Schwefelsdure im Exsikkator getrocknet, 9,02°/, Kri- 
stall wasser. 


Der Bromgehalt der wasserfreien Kristalle wurde nach 
Piria-Schiff zu a) 46,5, b) 46,8°/0 gefunden (ber. 47,16 °/,), 
der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl zu 4,10°/o (ber. 4,13°o). 

Schmelzpunkt: 242—245° unter stiirmischer Zersetzung. 

Millons Reaktion wie die Reaktion von Nasse sind voll- 
kommen negativ, erst nach langerer EKinwirkung der Reagentien 
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und folgendem Kochen tritt eine Rotfarbung und ein roter 
Niederschlag auf. 

Optisches Verhalten: Eine mit der eben zureichen- 
den Menge von Bromwasserstoff bereitete 5°/,ige wafrige 
Lésung von 1|-Dibromtyrosin (kristallwasserfrei) gab im 2 dm- 
Rohr (Natriumlicht) bei 20° C eine Drehung von —0,53°, eine 
andere solche Lisung gab —0,56°, daher [a] = —5,45°. 

Kine mit 0,3 normaler Salzsiéure bereitete 5°/oige Liésung 
von Dibromtyrosin gab analog —0,23° und —0,25°, daher 
[a] = —2,4°. 

Kine mit Normalsalzsiure bereitete 5°/oige Lésung gab 
bei Produkten verschiedener Darstellungen: —0,10°, —0,11°, 
—0,12°,imMittel[a]*> = —1,1°. Wurde in 4%iger Salz- 
siure statt in Normalsalzsiure gelést, so ergab sich kein 
Unterschied gegeniiber den letztgenannten Werten. Die Dre- 
hung blieb auch nach 24 Stunden konstant. Rechtsdrehung 
konnte in keinem Falle, auch nicht mit einem nach dem 
Gorup-Mérnerschen Verfahren hergestellten Priparate, be- 
obachtet werden. — 

In heiffem Kisessig ist Dibromtyrosin gut léslich. Die 
Léslichkeit in 96°/o.igem Weingeist bei Zimmertemperatur 
(17°C) wurde zu 0,27°o gefunden; beim Abdunsten dieser 
Lésung an der Luft fallt l1-Dibromtyrosin nicht kristallisiert 
heraus, sondern es tritt die Bildung einer absolut klaren, 
durchsichtigen Gallerte ein, wie sie Henze (diese Zeitschr. 
Bd. 51, S. 70) bei l-Dijodtyrosin direkt nach dem Kochen des- 
selben mit verdiinntem Weingeist beobachtet hat. Das spater 
zu beschreibende 1-Dichlortyrosin zeigt diese Erscheinung nicht. 


Auch die Erfahrung C. Th. Mérners iiber die Titrierbarkeit von 
Dibromtyrosin bestitigen meine Priaparate. 

0,776 g Dibromtyrosin + 2H,O verbrauchten unscharf 21,04 bis 
21,20 ccm '/,, Normallauge (ber. 20,86 ccm). Wird aber zu dieser Lésung 
eine neutrale Formaldehydlésung zugefiigt, so werden bis zur Neutrali- 
sation bedeutend hihere Werte gefunden. 0,596 g Dibromtyrosin + 2 H,O 
verbrauchten dann 24,7 ccm n/10 Lauge anstatt der berechneten 16,0 ccm; 
0,640 g analog 26,8 ccm anstatt 17,2 ccm n/10 Lauge. 

1-Dibromtyrosin ist wie 1-Dijodtyrosin leicht racemisierbar. Um eine 
Natriumverbindung herzustellen, wurde 1-Dibromtyrosin in Natronlauge 
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gelést, nach lingerem erfolglosen Stehenlassen der nur schwach alkalisch 
reagierenden Lésung wurde abgedampft; auf Zusatz von Essigsaure fielen 
die glasklaren, kurzen Prismen, wie sie Mirner (I. c. S. 128) als charakte- 
ristisch fiir die dl-Verbindung beschreibt, in schénen makroskopischen 
Kristallen mit 1 Mol. Kristallwasser aus. Die optisch aktive Modifikation 
war nicht mehr vorhanden. 

Dibromtyrosin gibt in gesattigter wifriger Lésung mit 
Kisenchlorid eine violette Fiirbung, welche beim Erhitzen in 
einen braunroten Farbenton iibergeht. 


Darstellung und Eigenschaften des 3,5-Dichlor(l)- 
Tyrosins. 


Wihrend bei der Bildung des Dibromtyrosins ein Zwischen- 
stadium, bestehend in einer Liésung des Tyrosins vor dem Aus- 
fallen des Dibromtyrosins, laingere Zeit andauert, ist bei der 
Bildung des Dichlortyrosins das Lésungsstadium nicht so gut 
zu beobachten, da infolge der allmahlichen Chlorzufuhr die 
Ausscheidung des Dichlortyrosin-Hydrochlorids beginnt, ehe das 
Tyrosin gelést ist. Um daher sicher zu sein, dafi kein un- 
angegriffenes Tyrosin zuriickbleibt, schien es mir zweckmafig 
zu sein, eine gréfjere Menge von Eisessig zu verwenden. 


So wurden 30 g Tyrosin in 200—300 ccm Kisessig suspen- 
diert. Bei raschem Chlorstrom tritt dann unter ziemlich 
starker Erwirmung die Lésung und der Chlorverbrauch ein, 
nach dem Abkiihlen entsteht ein reichlicher Niederschlag von 
prismatischen Kristallen. Etwa 60°/o der berechneten Menge 
von |-Dichlortyrosin konnten so als rein weilses Hydrochlorid 
isoliert werden. Das Filtrat von diesen Kristallen wurde im 
Vakuum eingedampft und lieferte nach der Neutralisation der 
Salzsiure noch 20—25 °/o der berechneten Ausbeute an hell- 
graubraunem Dichlortyrosin. 


Dichlortyrosin ist in Eisessig léslich, auch in verdiinnter 
Essigsiure und in Wasser leichter léslich als Dibromtyrosin. 
Bei der Ausfallung seines Hydrochlorids durch die berechnete 
Menge Lauge erhalt man daher nicht eine fast quantitative 
Ausbeute. Noch gréfser sind die Verluste, wenn die Fallung 
mit Natriumacetat durchgefiihrt wird. 
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So wurde bei Lisung von 1 g 1-Dichlortyrosin-HC] in 10 cem Wasser 
und Fallung mit 2 ccm einer 0,5 g Natriumacetat enthaltenden Lisung 
nur 0,5 g Dichlortyrosin (+ 2 Mol. Kristallwasser) erhalten, aber in sehr 
schénen, wohlausgebildeten Kristallen. Aus dem Filtrat wurden durch 
Abstumpfen der Essigsiure noch 0,35 g Dichlortyrosin erhalten. 


1-Dichlortyrosin fallt aus seiner salzhaltigen sauren Liésung 
beim Neutralisieren als sandiger Niederschlag heraus, welcher 
aus sechsseitigen, meist in die Lange gezogenen Tafeln besteht. 
Ks kristallisiert mit 2 Molekiilen Kristallwasser (gef. 12,32 °/o, 
ber. 12,67°/o). Der Chlorgehalt des wasserfreien Praparates 
wurde gefunden a) 27,9°/o, b) 28,3 °% (ber. 28,370). Der 
Schmelzpunkt lag bei 256° unter starker Zersetzung, in einem 
2mal umkristallisierten Praiparate wurde er zu 260° gefunden. 
Millons wie Nasses Reaktion waren vollkommen negativ, 
nur nach lingerem Erwarmen tritt bei letzterer Reaktion ein 
violettroter Farbenton bezw. Niederschlag auf. Kochendes 
Wasser liste etwa 2,3°/o Dichlortyrosin auf, beim Erkalten 
der Lésung schieden sich wasserfreie rechteckige Prismen mit 
zwei diagonal liegenden, abgestumpften Ecken ab. Gelést blieben 
bei Zimmertemperatur 0,44°/o. Die Lésung blieb auf Zusatz 
von Silbernitrat und wenig Salpetersiure klar. Eisenchlorid 
gibt eine ahnliche Farbenreaktion wie mit Dibromtyrosin. 

Weingeist von 96°/o léste bei Zimmertemperatur 0,26 °/o 
von |-Dichlortyrosin auf, beim Verdunsten der Lésung fallt 
Dichlortyrosin kristallisiert aus, die Kristalle sind ahnlich denen, 
welche beim Umkristallisieren aus Wasser entstehen. DasChlor- 
hydrat des |-Dichlortyrosins lést sich reichlich in Weingeist auf. 

Beim Kochen einer wafirigen |-Dichlortyrosinlésung mit 
Zinkstaub wird l-Tyrosin erhalten, analog wie C. Th. Mérner 
es fiir Dibromtyrosin mitgeteilt hat. 

0,8622 g 1-Dichlortyrosin + 2 H,O verbrauchten, unter Phenolphtalein- 
zusatz mit '/,, n-Lauge titriert, 31,35—31,6 ccm derselben bis zur (unscharfen) 
Rosafarbung (ber. 30,36 ccm). 

0,425 g wasserfreies |-Dichlortyrosin verbrauchten 18,8 ccm n/10 Lauge, 


nach Zusatz einer neutralen Formaldehydlésung noch 11,5 ccm n/10 Lauge 
(ber. 17,14 cem). 
Optisches Verhalten. Eine 5%ocige, wibrige Lésung 


20° 


von (kristallwasserfreiem) HCl-l-Dichlortyrosin gab [a], = 
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— 7,8°; dasselbe Priparat, gelést in 4°/oiger Salzsiéure, gab 


[a] 9 = —2,9°; ein Priparat von Dichlortyrosin + 2 Mol. 
H,O gab in 5 Y/oiger, 4 °/, Chlorwasserstoff enthaltender Liésung 
[a] = —2,8° 


Ich glaube nach der Beschreibung und der Kristallform 
des von Wheeler, Hoffmann und Johnson (I. c. 8. 153) dar- 
gestellten Dichlortyrosins annehmen zu diirfen, daf die Autoren 
gleichfalls das optisch aktive 1-Dichlortyrosin dargestellt haben. 

Im Gegensatz zu 1-Dijod- und |-Dibromtyrosin ist l-Dichlor- 
tyrosin schwer racemisierbar. Ein sechsstiindiges Kochen mit 
4 n-Natronlauge auf dem Wasserbade geniigte nicht zur voll- 
stindigen Inaktivierung, erst nach zwdlfstiindigem Erhitzen 
war kein optisch aktives Dichlortyrosin mehr vorhanden. dl- 
Dichlortyrosin kristallisiert in schénen tafelférmigen Kristallen 
mit 1 Mol. Kristallwasser (gef. 6,80°/,, ber. 6,77°/,), analog 


dem Kristallwassergehalt des dl-Dibromtyrosins. 

Bei Verwendung einer etwa 10°/,igen Lisung von dl-Dichlortyrosin 
in der berechneten Menge Salzsiure und Zusatz des halben Volums von 
Natriumacetatlisung einer Konzentration, daB nach der Bindung der Salz- 
siure noch ein geringer UberschuB von Acetat vorhanden ist, sieht man 
an der Oberfliche der Fliissigkeit, an den Randern des GefaBes und frei 
in der Flissigkeit Biischel aus Kristallnadeln hervorschiefen, die zum Teil 
in der Fliissigkeit lange schwebend bleiben, so daf die Flissigkeit mit 
diesen Kristallen schlieBlich erfiillt ist. Plétzlich erfolgt die vollstindige 
Umwandlung dieser Kristalle spontan in die oben beschriebene Form. 


Durch Zusatz von Natriumacetat zu verdiinnteren Dichlor- 
tyrosinlésungen gelingt es, makroskopische, wohlausgebildete 
Kristalle zu erhalten. 

Herr Prof. Dr. M. Stark, Professor der Mineralogie an 
der Prager deutschen Universitit, hatte die Giite, Kristalle 
des wasserfreien ]-Dichlortyrosins zu untersuchen, wofiir ich 
ihm zu besonderem Danke verpflichtet bin. Die Untersuchung 
ergab folgendes: 

»Die Tafelchen gehéren dem rhombischen Kristallsystem 
an, doch kann an Pseudosymmetrie, Mimesie gedacht werden; 
sie sind flichig entwickelt nach der Basis (001), zeigen das 
Vertikalprisma (110), das Liangsdoma (011) und das Quer- 
doma (101). 
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Die Winkel des Vertikalprismas ergaben am Goniometer 
bei einem Individuum: 


(110): Gi@). . . : . 90°28 
(110):(110) . . . . . 89°38 
Die Winkel fiir das Querdoma waren: 
(001):(101) . . . . . 70°24 
(001):(101) . . . . . 70°16 
& (101):(101) . . . . 39°20 
Die Winkel fiir das Langsdoma waren: 
(Feet teess. Ke ee OO 


Herr Assistent W. Zartner des deutschen mineralog.- 
petrogr. Instituts der hiesigen Universitat teilte mir iiber die 
wasserhaltigen (2 H,O) Kristalle des 1-Dichlortyrosins freund- 
lichst folgende vorlaiufige Daten mit: 

»Die bis tiber '/2 cm grofien rhombischen Kristalle weisen 
aufer Prismenflichen nur noch ein Endflichenpaar, vereinzelt 
auch Pyramidenflachen, auf. Die Aufstellung wurde so gewahlt, 
dafi das gréfite entwickelte Prisma aufrecht gestellt wurde. 
Dann ergeben sich die anderen als folgende F lichen: 

(010) (110) (101) (011) (111).* 


Bromierung von p-Oxyphenylaithylamin. 


2,74 g p-Oxyphenylathylamin, welches aus Tyrosin be- 
reitet worden war (S.-P. 161—162°), wurden in 25 cem Kisessig 
suspendiert, mit 4 g Brom, welches in 100 ccm Eisessig gelést 
war, versetzt. Der Bromverbrauch geht unter ziemlich starker 
Erwirmung fast momentan vor sich. Verwendet man mehr 
Eisessig, als oben angegeben ist, so kann man ebenso wie bei 
der Halogenierung des Tyrosins das Auftreten eines Zwischen- 
stadiums beobachten, in welchem die Fliissigkeit klar ist; dieser 
Zustand besteht aber auch hier nicht lange, es scheidet sich 
bald 3,5-Dibromtyraminhydrobromid in Form kleiner rhom- 
bischer Tafelchen aus. In etwa 1/, Stunde ist die ganze Fliissig- 
keit zu einem Kristallbrei erstarrt. Durch Verdiinnen mit 
Ather, schwaches Absaugen, und Waschen mit Ather wurden 
6,45 g eines farblosen Kristallpulvers gewonnen, ‘entsprechend 
85,8 °/, der berechneten Ausbeute. Aus dem Filtrate wurden 
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noch 0,3 g (entsprechend etwa 4°/,) isoliert. Nach dem Um- 
kristallisieren aus heifiem Methylalkohol wurden makroskopische 
sechsseitige Tafeln erhalten, welche keinen Kristallalkohol ent- 
hielten, bei 270° schmolzen. Die kristallographische Unter- 
suchung, welche Herr Professor Dr. Stark liebenswiirdigst 
ausgefiihrt hat, ergab: , Die Tafelchen sind monoklin und kénnen 
aufgestellt werden mit der Tafelfliche als (001) nach vorn 
geneigt und mit dem Vertikalprisma (110). 
Am Goniometer gaben fiir das Vertikalprisma: 


(110):(110) . . . . . 90°384'; 
weiters: | 
(001):(110) . . . . . 95°38! 
(001):(110) . . . . . 84°22". 
Bei einem anderen Individuum war: 
(0012):90) . . . « « O6°R6+" 


Der Bromgehalt wurde gefunden zu 63,52 °/o (ber. 63,79 °/,). 

Millons und Nasses Reaktion sind negativ. 

Durch Zusatz der berechneten Menge von Lauge zur 
wifirigen oder alkoholischen Lésung wird die Base in Form 
eines kiasigen Niederschlags, der bald kristallinisch wird, aus- 
gefallt. Sie stellt rein weifie, flache, rhombische Stiabchen von 
Perlmutterglanz dar, welche in Wasser wie in Weingeist schwer 
léslich wird. Aus Wasser kristallisiert, enthilt sie 2 Molekiile 
Kristallwasser (gef. 10,70 °/,, ber. 10,87 °/,). 

Im wasserfreien Priparat (C,H,ONBr,) wurden gefunden: 

Brom 53,6 °/, (ber. 54,1 °%/,) 

Stickstoff 4,71°/, (ber. 4,75°/,). 
Schmelzpunkt: 210° u. Zers., sublimiert bei vorsichtigem 
Erhitzen. 


Chlorierung des p-Oxyphenylathylamins. 


5 g der Base wurden in Kisessig gelést, hierauf wurde 
Chlor eingeleitet, bis die Fliissigkeit stark darnach roch. Nach 
dem Vertreiben von Chlor und von der entstandenen Salzsiure 
wurde mit Ather gefillt, der Niederschlag wurde abgesaugt 
und mit Ather gewaschen. Sein Gewicht betrug 7,2 g, ent- 
sprechend 81,4°/o der theor. Ausbeute. Aus Methylalkohol 
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oder aus Weingeist umkristallisiert, wurde HCl-Dichlortyramin 
in tafelférmigen, kristallalkoholfreien Kristallen vom Schmelz- 
punkt 284—286 ° (u. Z.) erhalten. Der Chlorgehalt derselben 
wurde gefunden zu 43,28 °/o (ber. 43,87 %o). 

Herr Assistent W. Zartner teilt mir iiber diese Kristalle 
freundlichst mit: ,Es sind bis 3 mm grofie monokline, wahr- 
scheinlich holoedrische Tafeln. Es lassen sich Prismen- und 
Pyramidenflaichen feststellen.‘ 

Genauere Bestimmungen in kristallographischer und wo- 
méglich auch optischer Hinsicht sollen iiber diese und einige 
verwandte Substanzen, die in meBbaren Kristallen erhalten 
worden sind, von mineralogischer Seite aus erfolgen. 

Die farblose wifrige Lésung des Hydrochlorids farbt sich 
bei langerem Stehen hellviolett, auch die freie, durch Sattigung 
der Salzsiure mit Lauge erhaltene Base war leicht hellgrau 
gefiirbt. Das freie Dichlor-p-oxyphenylithylamin ist in Wasser 
und in Weingeist schwer léslich, schmilzt bei 219—222 °, 
enthielt 11,24 °/o Kristallwasser (entsprechend 11/, Mol., ber. 
11,48). In der wasserfreien Base wurden bestimmt: 

Cl gef. 33,64°/,, ber. 34,42°/, 
N gef. 6,51°/,, ber. 6,80°/,. 

Herrn Dr. Ferd. Trégler und Frau Dr. H. Langecker 
danke ich fiir ihre freundliche Unterstiitzung bei der Aus- 
fiihrung von Analysen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIV. 20 
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Zur Kenntnis des Cholesterindibromids. 
Von 


I. Lifschiitz in Hamburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1921.) 


Das Cholesterindibromid ist zuerst von Wislicenus und 
Moldenhauer'’) hergestellt worden, und zwar durch Vermischen 
einer Cholesterinlésung in Schwefelkohlenstoff mit einer Brom- 
lésung in demselben Lésungsmittel und Umkristallisieren des 
Reaktionsproduktes aus Alkohol oder dergleichen. Bei der 
Feststellung der Eigenschaften und der Zusammensetzung des 
so erhaltenen reinen Cholesterindibromids geben die Verfasser 
einen scharfen Schmelzpunkt dieses Kérpers nicht an, sondern 
sagen blofi: ,Er schmilzt beim Erhitzen unter Verkohlung.‘ 

A. Windaus?’) modifizierte das obige Herstellungsverfahren 
des Cholesterindibromids, indem er das Cholesterin in Ather, 
das Brom aber in Eisessig léste und das nach dem Vermischen 
der beiden Lisungen sich ausscheidende Dibromid aus Ather- 
Eisessig umkristallisierte. Er empfiehlt daselbst diese Her- 
stellungsweise des Cholesterindibromids als geeignete Reaktion 
zum Nachweis von Cholesterin in seinen Gemischen mit anderen 
Substanzen, wobei das etwa entstehende und isolierte Chol- 
esterindibromid an seiner Kristallform (lange Nadeln) und seinem 
Schmelzpunkt identifiziert werden kann. Aber auch an dieser 
Stelle ist der Schmelzpunkt des Dibromids nicht angegeben. 
Erst in neuerer Zeit teilt derselbe Forscher gemeinschaftlich 
mit H. Liiders*) Genaueres iiber diesen Schmelzpunkt mit, 





‘) Ann. d. Chem, Bd. 146, S. 175—180, 
*) Berichte Bd. 39 A, S. 518 (1906). 
*) Diese Zeitachr. Bd. 109, S. 183—185 (1920). 
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wo er ihn bei 122° C ermittelte und als den des gewoéhnlichen 
Cholesterindibromids anfiihrt. 

Gelegentlich meiner Untersuchungen iiber das Entstehen 
des Oxycholesterins bei der Entbromung des Cholesterindibromids 
mit Natriumacetat in spirituéser Lésung') erschien mir aus 
den dort angegebenen Griinden die Verwendung von Eisessig 
bei der Herstellung dieses recht empfindlichen Dibromids als 
bedenklich. Ich finderte daher das Herstellungsverfahren in 
der Weise, daf} ich Cholesterin wie Brom, jedes fiir sich, 
in Ather liste, das nach dem Vermischen der beiden Lésungen 
und der Entfarbung des Gemisches entstandene Dibromid mit 
90 °/oigem Alkohol fallte und den gut ausgewaschenen und ab- 
gesaugten Niederschlag aus Alkohol umkristallisierte. Dieses 
an das oben erwihnte Wislicenussche sich anlehnende Ver- 
fahren hat sich seither bei zahlreichen Operationen gut bewahrt, 
lieferte ohne Verwendung von Wasser ein sehr reines Praparat 
mit fast theoretischer Ausbeute und dem von der Formel 
C,,H,,0, : Br, geforderten Bromgehalt?”). Das so erhaltene viel- 
fach umkristallisierte Dibromid zeigte jedoch nach jeder Kri- 
stallisation den konstanten Schmelzpunkt von 93—94° C%). 

Diese von der Windaus-Liiders’schen Angabe erheblich 
abweichende Beobachtung lief’ mich annehmen, dal} das 
Windaus’sche Eisessigverfahren ein anderes Cholesterin- 
dibromid liefern miifte als mein Atherverfahren. 

Der Versuch bestitigte zwar teilweise diese Vermutung, 
und ich gelangte auch durch das saure Verfahren zu einem 
Dibromid von wesentlich héherem Schmelzpunkt, als es das 
neutrale Verfahren ergab. Allein ein Dibromid vom Schmelz- 
punkt 122°C herzustellen, ist mir bisher — trotz vielfacher Be- 
miihungen — nicht gelungen. Ein nach dem obigen sauren Ver- 
fahren hergestelltes, wiederholt aus Ather-Eisessig umkri- 
stallisiertes Cholesterindibromid zeigte — frisch bereitet und 
an der Luft bei etwa 25—30°C méglichst rasch getrocknet — 





1) Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 271—295 (1919). 
*) Diese Zeitschr. Bd. 106, S, 272—273 (1919). 
5) Diese Zeitschr, Bd. 111, S. 254 (1920). 
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den Schmelzpunkt von 110—111° C, wobei es allmahlich 
schwarzbraun wurde und sich bald darauf unter Gasentwickelung 
zersetzte. 

Dieselbe Erscheinung zeitigt auch ein nach meinem neu- 
tralen (Ather-)Verfahren hergestelltes Dibromid, wenn man es 
in Kisessig bei gelinder Warme lést und in der Kialte aus- 
kristallisieren lat. Die Mutterlauge braiunt sich zwar mitunter 
dabei erheblich; das Kristallisat lat sich jedoch mit Hisessig 
auf dem Filter schneeweifi auswaschen. Zwischen FlieSpapier 
méglichst vollstaindig abgepreBt und in obiger Weise getrocknet, 
zeigt es in frischem Zustande den genannten Schmelzpunkt von 
110—111°C. Bei einem solchen Dibromid, das etwa 2 Tage 
an der Luft lagerte, sank jedoch sein Schmelzpunkt auf 101 
bis 102° C. Es scheint demnach hier eine lose chemische 
Doppelverbindung zwischen dem Dibromid und der Essigsiéiure 
vorzuliegen, die an der Luft durch Verwitterung ihre Essigsiure 
entlaft. Kine Bestitigung dieser Anschauung diirfte wohl in 
folgendem zu erblicken sein. Kristallisiert man niémlich das 
obige bei 111° schmelzende Dibromid aus reinem und neutralem 
Alkohol um, so reagiert das Filtrat sauer (offenbar durch die 
abgespaltene Essigsiure) und la®t auf Zusatz von H,SO, beim 
Erwarmen den bekannten Geruch nach Acetessigither deutlich 
wahrnehmen. Das trockene Kristallisat aber zeigt dann den 
urspringlichen Schmelzpunkt von 93—94° C’). 

Konnte ich, wie oben angedeutet, auch nach dem Eisessig- 
Verfahren ein Cholesterindibromid vom Schmelzpunkt 122° C 
aus den mir verfiigbaren Cholesterinarten bislang nicht erhal- 
ten, so bleibt immerhin noch die Vermutung iibrig, daf} hier 
zwei verschiedene (vielleicht isomere) Dibromide vorliegen, die 
der etwaigen Verschiedenheit des Ausgangsmaterials entspre- 
chen kénnten. Die einzelnen Cholesterinarten der verschiedenen 
tierischen Organe und Gewebe sind ja bekanntlich miteinander 
durchaus nicht identisch. Das Cholesterin, aus dem ich bei 





') Sehr wahrscheinlich handelt es sich hier um ein essigsaures 
Cholesterindibromid, analog dem essigsauren Cholesterin von Hoppe 
(vgl. J. 1836, S. 545), das bei héherer Temperatur ja seine Essigsiure 
gleichfalls abgibt. 
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meinen oben zitierten Arbeiten hauptsichlich ausgegangen bin, 


' stammt von Kidottern her, wie es als Nebenprodukt bei der H 
: Lecithinfabrikation aus diesem tierischen Material gewonnen i 
f wird. Allerdings lieferte mir z. B. auch das Cholesterin aus if 
Tierhirnen bei neueren Versuchen — nach wiederholtem Um- ‘i 
i kristallisieren — das gleiche Dibromid (vom Schmelzpunkt 94 °C) | 
: wie das EHierédlcholesterin. Andere Cholesterinarten habe ich ‘a 
; bislang daraufhin nicht gepriift. a 
. i 
Hamburg, im Marz 1921. | 
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Weitere Untersuchungen iiber den Gehalt des Chymus ver- 
schiedener Darmabschnitte an einzelnen Aminosiuren und 
Polypeptiden. 


Von 


Emil Abderhalden. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaft. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitit Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1921.) 


In einer friiheren Mitteilung') konnte gezeigt werden, daf 
in allen Diinndarmabschnitten Aminosiéuren verschiedener Art 
anzutreffen sind. Ferner konnte ein Dipeptid — _ hdchst- 
wahrscheinlich Glycyl-l-phenylalanin — gewonnen werden. 
Die Untersuchungen iiber den Gehalt der einzelnen Diinndarm- 
abschnitte an einzelnen Aminosaurearten sind fortgesetzt 
worden. In der Hauptsache wurde als Versuchstier das Rind 
gewahlt. Frisch geschlachteten Tieren wurden je drei Meter 
lange Darmteile vom Magen abwiirts durch doppelte Unter- 
bindungen abgebunden. Zwischen beiden Ligaturen wurde durch- 
geschnitten. Die Darmstiicke wurden dann so rasch als méglich 
nach dem Institute gebracht. Hier wurde der Darm sofort der 
Linge nach aufgeschnitten und der Chymus in siedendes Wasser 
einfliefien gelassen. Die aus gleichen Darmabschnitten gewon- 
nenen Produkte wurden vereinigt, nachdem die 15 Minuten lang 
gekochte Masse filtriert worden war. Im Laufe der Zeit sind 
30 Rinderdirme in dieser Weise verarbeitet worden. Um 
unter gleichen Bedingungen arbeiten zu kénnen, wurden die 
klaren Filtrate — waren sie nicht ganz klar nach dem Fil- 
trieren der gekochten Chymusmassen oder zeigte sich eine 
starke Farbung, dann wurde mit Tierkohle kurz aufgekocht 
und erneut filtriert — unter vermindertem Druck zur Trockene 





1) Diese Zeitschr. Bd. 78, S. 382 (1912). Vgl. auch ebenda Bd. 81, 
8. 315 (1912). 
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verdampft. Héhere Temperaturen als 45° wurden dabei nicht 
verwendet. Der Destillationskolben war vor der Einfiillung 
der zusammengehérenden Filtrate gewogen worden. Die Wagung 
wurde wiederholt, nachdem sie zur Trockene verdampft waren. 
Hierauf wurde der Trockenriickstand in so viel Wasser gelést, 
dafi die Lisung 5°/oig war. 

In allen Fallen ergab diese Lésung eine deutliche Biuret- 
reaktion. Ferner liefen sich alle bekannten, fiir einzelne 
Aminosiuren charakteristischen Farbreaktionen nachweisen. 
Nur bei den den unteren Teilen des [leums entsprechenden Darm- 
inhaltsstoffen fiel die Reaktion auf Tryptophan sehr schwach 
aus, das gleiche war der Fall mit der Reaktion auf Cystin 
und Tyrosin. Zunachst wurden die Lésungen, die Aminoséuren 
und Peptone enthielten, mit 10°/oiger Phosphorwolframsiure- 
lésung in der bekannten Weise gefillt. Niederschlag und 
Filtrat wurden, wie vielfach beschrieben, weiter behandelt. 


1. Mit Phosphorwolframsaure faillbarer Chymusanteil. 


Er ergab eine ausgesprochene Biuretreaktion. Mit konzen- 
trierter Ammonsulfatlésung lief sich ein Produkt in Flocken 
abscheiden, das beim Verdiinnen der Lésung mit Wasser wieder 
in Lésung ging. Diese Ausflockung wurde bei jenen Pro- 
dukten, die aus den tiefsten Teilen des [leums stammten, ganz 
vermifjt. Der Versuch, dieses ausflockbare Produkt zum Aus- 
gangspunkt weiterer Versuche zu machen, schlug fehl. Es 
lag ohne Zweifel ein grofes Gemisch von zahlreichen Eiweifi- 
abbaustufen vor. Die Ausflockung selbst machte einen guten 
Hindruck. Sobald sie jedoch durch Abfiltrieren isoliert war, 
»verschmierte‘ sie. Es entstand eine amorphe, hygroskopische 
Masse. Wurde sie mit absolutem Alkohol iiberschichtet, dann 
wurde sie mehr und mehr fest. Nach dem Abdunsten des 
Alkohols blieb; eine gelb gefairbte, harte Masse zuriick, die 
sich nunmehr gut pulvern lie}. Doch war dieser Erfolg nur 
dann zu erzielen, wenn das Produkt mehrere Tage unter 
Alkohol aufbewahrt worden war. 

Wir hofften, aus diesem Produkte Polypeptide bestimmter 
Zusammensetzung abtrennen zu kénnen. Zunichst wurde ver- 
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sucht, durch Lésungsmittel eine Trennung _herbeizufiihren. 
Es gelang, durch siedenden Methylalkohol das Produkt in ein 
in diesem léslichen und einen unléslichen Anteil zu trennen. 
Ferner war es méglich, den im _ heifgen Methylalkohol in 
Lésung gegangenen Teil weiter zu fraktionieren, indem beim 
Abkiihlen des Alkohols ein Teil ausfiel. Er wurde abfiltriert. 
Das Filtrat wurde mit Athylalkohol gefiillt. Das Filtrat von 
dieser Fallung wurde eingeengt. Dabei wurden wieder Abschei- 
dungen isoliert. 

Bei jedem einzelnen Produkt wurde nun folgende Unter- 
suchung vorgenommen. Es wurde der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl festgestellt und ferner der Aminostickstoffgehalt 
nach Sérensen bzw. nach van Slyke — zumeist wurden 
beide Methoden angewandt. Durch diese Bestimmungen konnten 
wir zunichst feststellen, ob bestimmte einfache Beziehungen 
zwischen Aminostickstoff und Gesamtstickstoff vorhanden waren. 
Es war das bei keiner Abscheidung der Fall. Es lagen ohne 
Zweifel Gemisch verschiedener Abbaustufen vor. 

Wir versuchten es nunmehr mit Fallungsmitteln. An- 
gewandt wurden nebeneinander Quecksilbersulfatlésung und 
Sublimatlésung. Quecksilbersulfat wurde in 5 °/oiger Schwefel- 
siure in gesittigter Lésung angewandt und so lange zugesetzt, 
bis keine Fallung mehr entstand. Dann wurde das Quecksilber 
mit Schwefelwasserstoff aus Niederschlag und Filtrat entfernt 
und aus beiden die Schwefelsiure mit Baryt. 


a. Mit Quecksilbe'rsulfat fillbarer Anteil. 


Er zeigte starke Biuretreaktion und vor allem eine sehr 
ausgesprochene Glyoxylsiureprobe. Das durch Eindampfen 
gewonnene Produkt hatte gute Eigenschaften. Beim fraktio- 
nierten Ausfallen des Produktes aus seiner konzentrierten 
waftrigen Lésung mit Athylalkohol ergaben sich Fillungen, 
die nach den Ergebnissen der Stickstoff- und Aminostickstoff- 
analyse Gemische waren. Auch durch Verfolgen des optischen 
Verhaltens der einzelnen, weiter getrennten Fraktionen lief 
sich deutlich erkennen, das komplizierte Gemische vorlagen. 

Um mehr Material zur Untersuchung zu haben, wurden 
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schlieflich aus allen Proben die mit Ammonsulfat fillbaren 
Produkte vereinigt und dann ein Teil davon mit Quecksilber- 
sulfat behandelt. Durch fortgesetztes Lésen in heifiem Methyl- 
alkohol und vorsichtiges Fallen der heifen Lésung mit Athyl- 
alkohol konnten schneeweifie, nicht hygroskopische Pulver 
erhalten werden, die keine Biuretreaktion zeigten, jedoch 
Tryptophan enthiclten. Teile dieser Produkte wurden der 
vollstindigen Hydrolyse mit 10°/oiger Schwefelsiure unter- 
worfen. Der Gang der Hydrolyse wurde in besonderen Proben 
optisch und ferner mittels der Formoltitration verfolgt. Anderte 
sich die Drehung nicht mehr und ergab die Formoltitration 
feststehende Werte, dann wurde die Schwefelsiure mit Baryt 
entfernt und nachgesehen, was fiir Aminosiuren anzutreffen 
waren. Neben Tryptophan wurden im einen Falle 1-Leucin 
und d-Glutaminsaure, im anderen |-Leucin und ]-Histidin 
nachgewiesen. Andere Aminosiuren wurden vermifit. Leider 
ergaben jedoch die isolierten Produkte keine Analysenzahlen, 
die mit einem aus den genannten Aminosiuren aufgebauten 
Polypeptid in Ubereinstimmung gestanden hitten. Dazu kam, 
dafi der Gesamtstickstoffgehalt und der Aminostickstoffgehalt 
deutlich zeigten, daf} noch Gemische vorliegen muBten, und 
zwar kamen beim ersten Produkt annihernd drei Amino- 
stickstoffwerte auf den Gesamtstickstoff und beim zweiten zwei. 
Es wurde nunmehr versucht, durch nochmalige Fallung der 
Produkte mit Quecksilbersulfat zu einer Trennung zu kommen, 
doch fielen beide Produkte restlos aus. Es war mit der oft 
beobachteten Méglichkeit gerechnet worden, daf} Produkte 
beim erstmaligen Fallen mit Quecksilbersulfat mitgerissen 
worden waren, die an und fiir sich mit diesem Fallungsmittel 
gar keine Fallung geben. 

Durch immer wieder vorgenommenes Lésen in ganz wenig 
heiBem Wasser und Zufiigen von Athylalkohol und Ather bis 
zur eben verbleibenden Triibung gliickte schlieBlich die Ab- 
scheidung eines kristallinischen Produktes. Es zeigte mikro- 
skopisch kleine, verfilzte Nidelchen. Von diesem Produkte 
wurden insgesamt 3 g gewonnen. (Das gesamte mit Queck- 
silbersulfat gefillte Produkt hatte ein Gewicht von ca. 35 g.) 
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Die Gesamtstickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab 
13,17°/oN. Bei der Kohlenwasserstoffbestimmung wurden er- 
halten: 64,29°%o C und 7,50°/o H. Zur Analyse wurde die 
Substanz bei 120° getrocknet, nachdem sich herausgestellt 
hatte, dafi sie Kristallwasser enthielt, das ziemlich schwer 
entfernbar war, und Analysenresultate ergab, die mit keiner 
bestimmten Formel iibereinstimmten. 

0,0962 g Substanz; 0,2268 g CO, und 0,0650 g H,O. 
0,1020 g Substanz; 9,6 ccm 1/10-n-H,SO,. 

Die spezifische Drehung des Produktes war in n-Salzsiure 
[x] oco= +5,10°. Die Aminostickstoffbestimmung nach S6- 
rensen ergab annahernd das Verhiltnis von 1 NH,-N auf 3 
Gesamt-N. Die Molekulargewichtsbestimmung ergab die folgen- 
den Werte: 325, 318, 322. 


1 g des Produktes wurde der Hydrolyse mit 10°/oiger 
Schwefelsiiure unterworfen. Das Hydrolysat wurde mit Wasser 
verdiinnt, bis die Lésung 5°/o Schwefelsiure enthielt, und 
dann mit Quecksilbersulfat gefallt. Das Filtrat der Fiallung 
wurde mit Schwefelwasserstoff von Quecksilber und mit Baryt 
von Schwefelséure befreit. Beim Einengen der Lésung kristal- 
lisierte Leucin aus. Seine Menge betrug 0,39 g. Nach seinem 
Drehungsvermégen und sonstigen Verhalten lag unzweifelhaft 
die 1-«-Aminoisobutylessigsiure vor. 

Die Quecksilbersulfatfaillung wurde in der tiblichen Weise 
von Quecksilber und Schwefelsiure befreit. Die Lésung ergab 
eine intensive Bromreaktion. Beim Einengen kristallisierte 
Tryptophan aus. Seine Menge betrug 0,42 g. 

Es unterliegt wohi keinem Zweifel, daf} das isolierte 
Produkt 1-Leucyl-l-tryptophan (Mol.-Gew. 317,21) war, wenig- 
stens stimmt das beobachtete Drehungsvermégen gut mit 
dieser Annahme iiberein. Das synthetisch gewonnene Dipeptid 
]-Leucyl-l-tryptophan drehte + 4,48°'). Alle sonstigen Eigen- 
schaften des isolierten Produktes decken sich mit denen dieses 
Dipeptids. Das Produkt schmolz bei 148°, nachdem es schon 


') Vgl. Emil Abderhalden und M. Kempe, Ber. d. d. chem, Ges. 
Bd. 40, 8. 2737 (1907). 
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bei 128° angefangen hatte zu sintern. Es léste sich leicht 
in heifiem Wasser, sehr schwer in absolutem Alkohol. In 
wifrigem Alkohol liste es sich leichter. Bei reichlichem Zu- 
satz von Alkohol zu der konzentrierten wafrigen Lésung fiel 
es aus. 

Um das Produkt weiter zu identifizieren, stellten wir in 
der bekannten Weise sein $-Naphthalinsulfoderivat dar. Es 
entstand jedoch ein sehr schwer zu reinigendes Produkt mit 
unangenehmen Higenschaften. Die ziahe, fadenziehende Masse 
wurde erst nach langem Behandeln mit Petrolither fest. Sie 
wurde, da es nicht gelang, eine bestimmte kristallinische 
Struktur nachzuweisen, ohne weitere Untersuchung mit 10 °/ciger 
Schwefelsiure gekocht. Der Versuch, aus dem Hydrolysat einer- 
seits |-Tryptophan und andererseits Naphthalinsulfoleucin quanti- 
tativ in reinem Zustand zu gewinnen, hatte keinen vollen Erfolg. 
Wohl wurden mit Sicherheit beide zu erwartenden Produkte 
identifiziert, jedoch nur in geringen Mengen. 

Ks ist nicht ganz ausgeschlossen, da 1-Tryptophyl-l-leuzin 
iihnliche Eigenschaften wie l-Leucyl-l-tryptophan hat und somit 
auch dieses Dipeptid in Frage kommt. Es miifite dann das 
vorliegende Produkt als Gemisch beider Dipeptide betrachtet 
werden. Sehr wahrscheinlich ist diese Annahme nicht. 

SchlieBlich haben wir 0,2 g des Dipeptides, das mit Brom- 
wasser keine Reaktion, wohl aber die Glyoxylsiurereaktion 
ergab, mit aktivem Pankreassaft versetzt. Schon nach einer 
halben Stunde war die Bromwasserreaktion positiv. 

Bemerkenswert ist noch die Beobachtung, dafi Tryptophan 
selbst und diese Aminosiure enthaltende Polypeptide in wafi- 
riger Lésung in grofer Verdiinnung mit Phosphorwolframsaéure 
eine rétliche, schwach ins Violette spielende Farbung ergeben. 
Sie nimmt beim Stehen zu. In weniger verdiinnten Lésungen 
kommt es zur Bildung eines voluminésen Niederschlages. Auch 
er zeigt jene Farbung. Diese Reaktion macht auf die An- 
wesenheit von freiem Tryptophan oder diese Aminosaure in 
Bindung enthaltende Produkte aufmerksam. 

Neben diesem Produkte war ohne Zweifel ein solches 
vorhanden, das aufer den Bausteinen Tryptophan und Leuzin 
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noch Glutaminsiure enthielt. Auf ein ganz aéhnliches Produkt 
sind wir schon einmal beim stufenweisen Abbau von Kdestin 
gestoBen'). Damals wurde auch ein aus Glutaminsiure und 
Tryptophan bestehendes Dipeptid gewonnen. Trotz aller Be- 
miihungen gelang es nicht, das aus drei Aminosiuren bestehende 
Produkt zu identifizieren. Sobald die Neigung zur Kristalli- 
sation fehlt, vermehren sich die Schwierigkeiten der Reinigung 
auferordentlich. Es wurden alle médglichen Mafinahmen ge- 
troffen, um eine Trennung des offenbar vorhandenen Gemisches 
zu erzielen. Leider erwies sich auch die Darstellung von 
Derivaten als nicht erfolgreich. Es hatten die Derivate noch 
schlechtere Eigenschaften als die Ausgangsprodukte. Es wurde 
ferner versucht, durch Methylieren, Nitrieren, ferner durch 
sorgsam geleiteten fermentativen Abbau zu Verbindungen mit 
bekannter Struktur zu gelangen. Es gelang auch, Verbin- 
dungen zu isolieren, die manchen Anhaltspunkt gaben, jedoch 
hatten wir keine Gewihr, ein einheitliches Produkt in Handen 
zu haben. 

Diese mit Unterbrechungen iiber Jahre durchgefihrten 
Untersuchungen ergaben immer wieder, wie vorsichtig man 
bei der Beurteilung von Eiweifiabkémmlingen zusammengesetzter 
Natur sein muf}. Es wire uns ein leichtes, eine gréfiere An- 
zahl von Polypeptiden anzufiihren, die beim stufenweifien Abbau 
von Proteinen bzw. aus Verdauungsgemischen erhalten worden 
sind. So haben wir Produkte isoliert, die Phenylalanin und 
Glykokoll enthielten, ferner solche, in denen Leucin, Alanin 
und Glykokoll enthalten waren, ferner Produkte, in denen 
nur Asparaginséure, Tyrosin und Leucin enthalten waren. 
Es stimmten die Analysenzahlen ziemlich genau auf ein be- 
stimmtes Polypeptid. Ebenso ergaben die Molekulargewichts- 
bestimmungen mit der Theorie gut iibereinstimmende Ergebnisse. 
SchlieBlich war auch das Ergebnis der vollstandigen Hydrolyse 
der fragiichen Produkte iiberzeugend. Wurde jedoch die 
8-Naphthalinsulfoverbindung hergestellt, um festzustellen, welche 
der am Aufbau beteiligten Aminosiuren die freie Aminogruppe 


') Emil Abderhalden, Diese Zeitschr. Bd. 58, S, 373 (1908). 
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besaB, dann zeigte es sich, dafs nicht eine, sondern mehrere 
Bausteine mit Naphthalinsulfochlorid in Reaktion getreten waren. 
Entweder mufite man auf isomere Gemische schliefSen, oder es 
lagen Bindungsarten anderer Art vor, als sie in den Polypeptid- 
ketten vorhanden sind. Vor allem gelang es wiederholt, 
scheinbar vollstindig einheitliche Produkte durch fraktionierte 
Kristallisation in Anteile zu zerlegen, die namentlich optisch 
ein verschiedenes Verhalten zeigten. Die abgetrennten Pro- 
dukte zeigten manchmal gar keine Ubereinstimmung mit dem 
angenommenen Polypeptid mehr. Alle diese Erfahrungen mahnen 
zur Vorsicht. Es hat nur dann die Bezeichnung Polypeptid 
eine Berechtigung, wenn eine vollige Identifizierung mit einem 
synthetisch gewonnenen Produkt méglich ist. In allen an- 
deren Fallen hat die Mitteilung der Versuchsergebnisse keine 
wesentliche Bedeutung, weil das Suchen nach definierbaren 
Abbaustufen ein wirkliches Herumsuchen mit Lésungs- und 
Fallungsmitteln usw. ist. 

Die Veruche, durch Fallung mit Quecksilberchlorid zu 
aus mehr als einem Baustein bestehenden Produkten bestimmter 
Zusammensetzung zu gelangen, blieben erfolglos. Hs gelang 
nur, Histidindichlorhydrat in reinem Zustand zur Abscheidung 
zu bringen. Viele Anzeichen sprachen dafiir, dafs Substanzen 
zusammengesetzter Natur vorhanden waren, die nur wenige 
Bausteine und darunter auch Histidin enthielten. Auch hier 
trennten wir mittels Lésungsmitteln und vor allem auch da- 
durch, daB wir in wenig heifiem Wasser oder in Methyl- 
alkohol listen und dann zu der siedenden Lésung Athylalkohol 
zugaben, bis eben eine Triibung eintrat. Es wurde dann er- 
kalten gelassen. Ferner wurden sémtliche Fallungsmittel an- 
organischer Natur durchprobiert, die erreichbar waren. Es 
wurden Dutzende von Reagenzglasproben angesetzt. Am besten 
bewihrte sich immer das Ausfallen der in wenig heifien Lésungs- 
mitteln aufgenommenen Substanz mit viel Athylalkohol oder 
mittels Aceton, Ather, Petrolither. Bei den Fallungen mit 
Silberacetat, Silbernitrat usw. traten leicht Verharzungen ein. 

Es gelang, sehr schéne, manchmal mikrokristallinische 
Pulver zu gewinnen, die Biuretreaktion zeigten, und die ohne 
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Zweifel nicht allzu kompliziert zusammengesetzt waren. Hs 
wurden auch hier alle Methoden zur Identifizierung angewandt, 
wie Gesamtstickstoffbestimmung, Feststellung des Aminostick- 
stoffgehaltes, Molekulargewichtsbestimmung, totale Hydrolyse 
und Isolierung der Spaltprodukte, Herstellung von Salzen, ins- 
besondere des Kupfersalzes und Bestimmung des Kupfer- 
gehaltes, vorsichtige Nitrierung, Veresterung usw. Von keinem 
einzigen der isolierten Produkte kénnen wir mit Bestimmtheit 
aussagen, daf} ein wohldefiniertes Produkt bzw. ein bestimmtes 
Polypeptid vorlag. Kin solches Produkt enthielt neben Histidin 
nur Leucin, ein anderes ergab bei der totalen Hydrolyse Spuren 
von Glykokoll und daneben Alanin, Leucin und Tyrosin. Bei 
manchen Produkten hatte man den Eindruck, daf die Reini- 
gung sehr weit gediehen war. Immer ergaben sich aber wieder 
Anhaltspunkte fiir die Annahme, dafs} Gemische vorlagen. 
Immerhin fiihren solche miihsamen Untersuchungen zu der 
Uberzeugung, dai unter den Produkten des stufenweisen Ab- 
baus der Proteine Polypeptide in gréBerer Zahl vorhanden 
sind, ja es erscheint durchaus méglich, dal die Peptone aus- 
schlieflich Gemische von solchen sind. Bevor jedoch ein 
solcher Beweis scharf gefiihrt ist, mufi noch mit anderen 
Bindungsarten gerechnet werden. 


2. Filtrat der Fillung mit Phosphorwolframsiure. 


Nach Entfernung des Uberschusses des Fallungsmittels 
mit Baryt und der quantitativen Fallung von dessen Uber- 
schufi mit Schwefelsiure wurde unter vermindertem Druck 
eingeengt. Dabei fielen bald Kristalle von 1l-Tyrosin aus. 
Ferner konnte |-Leucin in reinem Zustand durch einfache 
Kristallisation nachgewiesen werden, und zwar in allen unter- 
suchten Chymusanteilen. Die Mutterlauge der durch Kristal- 
lisation entfernten Aminosiuren teilten wir in zwei Hilften. 
Die eine wurde unter vermindertem Druck ganz zur Trockene 
verdampft, der Riickstand mit Athylalkohol iibergossen und 
durch Ejinleiten von gasférmiger Salzsiure verestert. Die 
Ester wurden in der iiblichen Weise mit Natriumalkoholat in 
Freiheit gesetzt und durch fraktionierte Destillation getrennt. 
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Es gelang so, aus jedem Darmabschnitt Glykokoll, Alanin, 
Valin, Leucin, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Phenylalanin, 
Prolin nachzuweisen. 

Die andere Halfte der Mutterlauge von einem Teil des 
ausgeschiedenen Tyrosins und Leucins — beide Aminosduren 
waren nur teilweise auskristallisiert — des Chymus der ein- 
zelnen Darmabschnitte vereinigten wir, um durch Kristal- 
lisation, Darstellung von Derivaten, insbesondere von Kupfer- 
salzen usw., die einzelnen Aminosiiuren auch direkt nach- 
zuweisen. Es gelang, auch auf diesem, allerdings sehr miih- 
samen und verlustreichen Wege, alle oben genannten Amino- 
siuren zu identifizieren. Auch Cystin konnte in allerdings 
sehr geringen Mengen mittels Eisessig zur Abscheidung ge- 
bracht werden. 

Auch hier fahndeten wir, da die urspriingliche Lésung Biuret- 
reaktion gab, auf Polypeptide. Es stérten jedoch die Amino- 
siiuren bei deren Identifizierung auferordentlich. Immer wieder 
konnte gezeigt werden, dafi solche in den isolierten Produkten 
in freiem Zustand vorhanden waren. Ausgedehnte Versuche, 
die Dialyse zur Trennung der Produkte verschiedener Molekular- 
gréfie heranzuziehen, zeigten wenigstens, dafi auf diesem Wege 
eine gewisse Reinigung und Trennung méglich ist, doch er- 
fordert dieses Verfahren geniigend Material, um die Dialyse 
wiederholt in Ktappen durchfiihren zu kénnen. 

Zum Schlusse sei noch hervorgehoben, daf sich aus dem 
Chymus des Darmes ganz betriachtliche Aminosiuremengen 
gewinnen lassen. Aus dem Inhalt von 10 Diinndirmen von 
Rindern gewannen wir iiber 150 g schon ziemlich reine Mono- 
aminosiuren. Es lohnt sich durchaus, Darminhalt zum Aus- 
gangspunkt der Gewinnung von Aminosiuren zu machen. Ins- 
besondere wird man Leucin gut in reinem Zustand und in 
gréferer Menge aus Darminhalt gewinnen kénnen. 

Ks unterliegt auch keinem Zweifel, dafi der fermentative 
Abbau von Eiweif sehr geeignet ist, um auf Polypeptide zu 
fahnden. Man wird noch mehr, als es bisher der Fall war, 
auf Abbauprodukte zusammengesetzter Natur fahnden, die 
Bausteine enthalten, die besonderen Fallungsmitteln zugiinglich 









en 


So 


































300 = E. Abderhalden, Untersuchungen iiber den Gehalt usw. 


sind. Vor allem mufi} auch die Synthese von Polypeptiden 
nach dieser Richtung noch mehr ausgebaut werden. Leider 
ist dieses Gebiet zunichst fast verschlossen, sind doch die 
Kosten zur Herstellung von etwas héher molekularen Poly- 
peptiden kaum mehr erschwinglich! 
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Uber die Identifizierung der aldehydartig reagierenden Sub- 
stanz im Harn von Diabetikern als Acetaldehyd. 
Von 
W. Stepp und R. Feulgen. 


(Aus der Mediz. Klinik und dem Physiolog. Institut der Universitit Giefien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 81. Mirz 1921.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen iiber den Blutzucker 
war es vor kurzem gelungen, im Blute von Diabetikern und 
Nierenkranken das Vorkommen von fliichtigen, Fehlingsche 
Liésung reduzierenden Stoffen nachzuweisen'). Das niahere 
Studium dieser Kérper ergab nun, daf} sie alle Kigenschaften 
der Aldehyde besitzen: Sie reduzieren sehr stark ammonia- 
kalische Silberlésung in der Kalte, réten fuchsinschweflige 
Sdure und werden durch Kochen mit Silberoxyd rasch zer- 
stért?). Des weiteren zeigte sich, dafi diese aldehydartig rea- 
gierenden Substanzen auch im Harn vorkommen®); sie wurden 
freilich bisher nur beim Diabetes mellitus im Stadium der 
Acidosis und auch da nicht stindig*) gefunden (am regel- 


') W. Stepp, Beitrige zur Kenntnis der reduzierenden Substanzen 
des Blutes. Vergleichende Bestimmungen des ,,Blutzuckers‘ durch Re- 
duktion, Polarisation und Girung bei einigen Fallen von Diabetes und 
Nephritis. Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 29 (1919). 

*) W. Stepp, Uber das Vorkommen von aldehydartigen Substanzen 
im Blute von Kranken. Bioch. Zeitschr. Bd. 107, S. 60 (1920). 

5) W. Stepp und H. Lange, Studien iiber den intermediaren Kohle- 
hydratstoffwechsel beim Menschen. I. Uber das Vorkommen von alde- 
hydartigen Substanzen im Harne bei Diabetes mellitus. Deutsch. Arch. f. 
klin. Medizin Bd. 134, S. 47 (1920). 

*) Die negativ ausgefallenen Versuche an zuckerhaltigen Harnen 
zeigten, das etwa aus Traubenzucker entstehende Kunstprodukte nicht in 
Frage kommen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiolog. Chemie. CXIV. 21 
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mifjigsten im Beginn und beim Anwachsen der Acidosis), da- 
gegen traten sie zeitweise in betrichtlicher Menge auf, so dal 
in manchen Fallen 30—50°/o dessen, was man gewohnlich als 
Gesamtaceton bezeichnet, aus Aldehyd bestand *). 

Es wurde damals schon der Gedanke geiufert, daB es 
sich méglicherweise um Acetaldehyd handle. Die fiir diesen 
Korper als charakteristisch geltende Riminische Reaktion 
erschien indessen hier nicht ganz eindeutig, da die Beurteilung 
ihres Ausfalles durch die gleichzeitige Anwesenheit von Aceton 
erschwert wurde. Die Identifizierung der fraglichen Substanz 
war daher dringend erwiinscht, und zwar nicht nur im Hin- 
blick auf die Bedeutung des Befundes fiir die Pathologie des 
Diabetes mellitus, sondern ganz allgemein im Interesse unserer 
Kenntnis vom Kohlehydratstoffwechsel und seinen Beziehungen 
zum Fettstoffwechsel. 

Fiir die Identifizierung kam nur die Verbindung mit einem 
geeigneten Kérper in Frage. Dieser Kérper mufte erstens 
ein grofes Molekulargewicht haben, damit auch geringe Mengen 
Acetaldehyd in wigbarer Form gefafit werden konnten. Er 
durfte zweitens nur mit Aldehyden, nicht mit Ketonen 
reagieren, da stets mit erheblichen Mengen von Aceton ge- 
rechnet werden mufite. Drittens mufite er eine einwandsfreie 
Identifizierung auch in geringsten Mengen, also durch Schmelz- 
punktsbestimmung gestatten, wobei es erwiinscht war, dafi 
die Verbindung ein leicht darstellbares Derivat liefert, dessen 
Schmelzpunkt von dem eigenen méglichst weit ertfernt liegt. 

Diesen Bedingungen schien uns das Dimethyl-hydro- 
resorcin*) (Dimethyl -cyclo-hexandion) zu entsprechen, 
ein Kérper, dessen Verhalten zuerst von D. Vorlander °) 
studiert wurde. C. Neuberg‘) hat ihn in letzter Zeit als 
geeignetes Mittel zum Abfangen des Acetaldehyds bei der 





') Siehe Anm, 3 §. 1. 

2) Kiauflich bei C. F. Kahlbaum, Adlershof bei Berlin. 

3) D. Vorlander, Chem. Ber. Bd. 30, S. 1801 (1897). 

4) C. Neuberg und E. Reinfurth, Ein neues Abfangverfahren und 
seine Anwendung auf die alkoholische Girung. Bioch, Zeitschr. Bd, 106, 
S. 281 (1920). 
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alkoholischen Hefegirung beniitzt. Er schien uns in hohem 
MaBe brauchbar zur Identifizierung geringer und geringster 
Mengen Acetaldehyd in Kérperfliissigkeiten. 

2 Molekiile des Kérpers reagieren mit 1 Molekiil Acet- 
aldehyd unter Bildung von Anhydro-acetaldehyd-bis-di- 
methyl -cyclohexandion (Athyliden-bis-dimethyl- 
hydroresorcin): 

CH, 


co CO 
, CH ~~ 
H,C CH, T CH CH 
oe + | 
(CH,).C CO HOC C(CH,). 
he. \ fe 
CH CH, 
CH? 
| 
CO CH CO 
Fee 
(CH,).C CH C CH, 
oa | | I | + H,O 
H.C co HOC C(CH,). 
* Pai ™% # 
CH, CH, 


Der Bequemlichkeit halber hat Neuberg fiir das Reagens 
die Bezeichnung Dimedon, fir die Acetaldehydverbin- 
dung den Namen Aldomedon vorgeschlagen, ein Vorgehen, 
dem wir uns hier anschlieBen. 

Das Dimedon reagiert, wenn es, in etwas Alkohol gelést, 
in wasserige acetaldehydhaltige Lésung gebracht wird, leicht 
mit diesem Aldehyd, und es kristallisiert beim Stehenlassen, 
besonders nach Zusatz von etwas Kochsalz, nach mehreren 
Stunden Aldomedon aus, Gréfere Mengen von Aceton kénnen 
das Ausfallen behindern, doch ist dieses durch nachtrigliches 
Abdampfen leicht zu entfernen. Zur Beseitigung eventuell 
vorhandenen unveranderten Dimedons wird das Reaktions- 
produkt in Alkohol gelést und mit Wasser versetzt. Geschieht 
dieser Zusatz vorsichtig, so entsteht eine Triibung, die bald 
kristallinisch wird, und auf weiteren Zusatz von Wasser lift 
sich so das gesamte Aldomedon erhalten, wihrend unver- 
andertes Dimedon in Lésung bleibt. Diese Trennung 
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kann unter Umstinden (wenn im Verhaltnis zur vorhandenen 
Aldehydmenge zu grofe Mengen Dimedon genommen wurden) 
wiederholt werden. Die Ausbeuten sind bei dieser Methode 
gut und das Aldomedon hat, so isoliert, einen Schmelzpunkt, 
der nur um ein Geringes niedriger liegt als der verlangte. 
Kinmaliges Umkristallisieren aus der 5 fachen Menge 80 °/oigen 
Alkohols gibt den richtigen Schmelzpunkt von 138—140°. 

Durch 7stiindiges Erhitzen bei 100° in der 3fachen Menge 
Kisessig wird das Aldomedon in sein Anhydrid iibergefihrt'), 
das beim Verdiinnen der Kisessiglésung kristallinisch ausfallt 
und den verlangten Schmelzpunkt von 173—175° zeigt. 

Der Schmelzpunkt des Anhydrids liegt also iiber 
90° von dem Schmelzpunkt des Aldomedons entfernt 
und dieser Umstand gibt uns die beste Gewihr fiir 
die richtige Erkennung des Acetaldehyds und fiir 
seine Unterscheidung von andern Aldehyden, die mit 
Dimedon ebenfalls reagieren kénnen. 


Experimentelles. 


Da in dem uns zur Verfiigung stehenden Harn eines 
Diabetikers nur geringe Mengen Aldehyd (qualitativ erkannt 
an der reduzierenden Wirkung des Destillats gegeniiber am- 
moniakal. alkal. Silberlésung) erwartet wurden, so mute durch 
wiederholte Destillation eine Anreicherung erzielt werden. 
Zu diesem Zwecke wurden von etwa 5 Litern des Harns’*), 
der je nach der Neigung zum Schiiumen mit dem mehrfachen 
Volumen Wasser verdiinnt und mit Essigsiure schwach an- 
gesiiuert war, der fiinfte Teil des Gesamtvolumens in eine 
eisgekiihlte, etwas Wasser enthaltende Vorlage abdestilliert 
und aus dem Destillat — dieses Mal natiirlich ohne Ver- 
diinnung — wiederum ein Fiinftel iiberdestilliert, wobei das 
Kiihlrohr in die Fliissigkeit der Vorlage eintauchte. Dies 
wurde so lange wiederholt, bis wir eine Destillatmenge von 
20—25 cem hatten, wodurch eine etwa 200fache Anreiche- 


') Neuberg und Reinfurth 1. ¢. 
2) Die Destillation geschah jedoch portionsweise in kleineren Mengen, 
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rung erzielt war. In einer kleinen Probe iiberzeugten wir 
uns davon, daf} Zusatz weniger Tropfen der ammoniakal. al- 
kalischen Silberlésung sofort einen schwarzen Niederschlag 
von reduziertem Silber ausfallen lieB, der sich zum Teil in 
Form eines Silberspiegels an der Glaswand absetzte'). Dann 
wurde in die Flissigkeit eine Lésung von 0,1 g Dimedon in 
1cem 96% igen Alkohols hineingegossen, 0,2 g NaCl zuge- 
setzt und tiber Nacht bei Zimmertemperatur bedeckt stehen 
gelassen. Am niichsten Tag hatten sich spirliche Nadeln ge- 
bildet, und die Fliissigkeit, die vorher deutlichen, wenn auch 
nicht ganz reinen Geruch nach Acetaldehyd gezeigt hatte, roch 
nun ganz unverkennbar nach Aceton, und der Aldehydgeruch 
war vollkommen verschwunden. 

In der Erkenntnis, dafi die Hauptmenge der zu erwar- 
tenden Acetaldehydverbindung (Aldomedon) infolge der An- 
wesenheit des Acetons noch in Lésung war, wurde die Fliissig- 
keit auf dem Wasserbad auf ein kleines Volumen (etwa 
5 ccm) eingeengt, wobei erhebliche Mengen Aceton entwichen. 
Der Riickstand zeigte nunmehr reichliche kristallinische Ab- 
scheidung, die nach Stehen iiber Nacht abgesaugt und mit 
etwas Wasser nachgewaschen wurde. Zur Trennung von etwa 
unverindertem Dimedon wurde der Kérper in der 10fachen 
Menge 96°/oigen Alkohols gelést und mit dem 20fachen Vo- 
lum Wasser versetzt. Jedoch wurde, um Kristallisation zu 
erzielen’), mit dem Wasserzusatz sehr vorsichtig verfahren. 
Sowie auf Zusatz weniger Tropfen Wasser Triibung von aus- 


') Die Reaktion ist dann am empfindlichsten, wenn man bei der Her- 
stellung des Reagens mit dem Ammoniakzusatz aufhért, bevor alles Silber- 
oxyd gelist ist (sehr genaue Angaben iiber die Ausfiihrung der Reaktion 
stammen von B. Tollens; vergleiche hieritiber Hans Meyer, Analyse 
u. Konstit.-ermittlg. org. Verbindungen. Berlin 1916, Springer, 8. 681). 
Das Erwirmen vermeide man am besten ganz und setze stets eine Kon- 
trolle mit destill. Wasser an. 

7) Wird die ganze Wassermenge auf einmal zugesetzt, so scheidet 
sich das Aldomedon amorph ab. Reines (unverandertes) Dimedon in der 
gleichen Weise in Alkohol gelést und mit Wasser versetzt, gibt keinen 
Niederschlag, und schon daran kann etwa gebildetes Aldomedon erkannt 
werden, 
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fallendem Aldomedon eintrat, wurde unter Reiben mit dem 
Glasstab so lange gewartet, bis die Triibung auskristallisiert 
war. Durch allmahlichen weiteren Zusatz von Wasser konnte 
das gesamte Aldomedon kristallinisch erhalten werden. Nach 
mehrstiindigem Stehen in der Kalte wurde abgesaugt. Der 
Schmelzpunkt der Kristalle betrug etwa 135°. Der Kérper 
wurde dann im kleinen Reagensglas aus der 5fachen Menge 
80°/oigen heifen Alkohols umkristallisiert. Die abgesaugten 
Kristalle zeigten nach dem Trocknen den richtigen 
Schmelzpunkt der Acetaldehydverbindung (138—140°) 
und dieser Schmelzpunkt verinderte sich nicht nach 
dem Mischen mit einem aus reinem Acetaldehyd her- 
gestellten synthetischen Produkt. Gréfiere Mengen des 
Aldomedons waren noch in der alkoholischen Mutterlauge 
verhanden, aus der der Kérper durch vorsichtiges Fallen mit 
Wasser abgeschieden wurde. Die vereinigten Mengen (das 
umkristallisierte und das aus der Mutterlauge mit Wasser ge- 
fallte Produkt) wurden nun nach dem Trocknen mit der drei- 
fachen Menge KEisessig in ein kleines Glasréhrchen einge- 
schmolzen, 7 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt und die 
Lésung dann mit etwa dem 10fachen Volumen Wasser ver- 
setzt. Die sich abscheidenden Kristalle des Anhydrids wurden 
nach mehrstiindigem Stehen in der Kalte abgesaugt, zur Ent- 
fernung etwa unverinderten Aldomedons auf dem Filter mit 
etwas 10°/oiger Natriumkarbonutlésung, dann mit Wasser 
nachgewaschen und getrocknet. Die Kristalle, die noch ein- 
mal aus der 10 fachen Menge 85°/oigen heifgen Alkohols um- 
kristallisiert werden kénnen, zeigten sofort den richtigen 
Schmelzpunkt des Anhydrids der Acetaldehydver- 
bindung, némlich 175--175°. 











Uber Hefegummi und Saccharase. 
Von 


E. Salkowski. 


: er 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1921.) 


Das Heft 2—4 Bd, 112 dieser Zeitschrift enthalt eine Arbeit von 
O. Svanberg'): ,Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharase- 
priparate*, in deren Zusammenfassung der Verfasser sagt: 

,Hine Trennung der Substanzen Saccharase und Hefegummi lat 
sich durch Membranfiltration nicht ausfiihren. Dies scheint die zuerst 
von Euler und Fodor ausgesprochene Vermutung iiber eine chemische 
Verwandtschaft zwischen diesen beiden Verbindungen zu bestiitigen, wonach 
also der Gummi”) als Triger des hohen Molekulargewichts dieses Enzyms 
angesehen werden sollte.“ 

Dazu habe ich zunichst zu bemerken, daf diese von mir verschie- 
dentlich bekiimpfte Ansicht meines Wissens schon friher von Osborne ®) 
und von Hafner‘) ausgesprochen ist, dann aber — was wichtiger ist — 
da{8 Svanberg meine, diese Frage speziell behandelnde Arbeit), in der ich 
auf Grund meiner Versuche in der Zusammenfassung Punkt 5 zu dem 
Schlu8B komme: ,Das Invertin enthilt kein Gummi im Molekiil‘, nicht 
beriicksichtigt hat. Dieser SchluB griindet sich auf Versuche, in denen 
es gelang, aus PreBbhefe Ausziige zu erhalten, die invertierend wirkten, 
jedoch kein Gummi enthielten. Wie ich diese Versuche angestellt und 
namentlich mich von der Abwesenheit von Gummi (I. c. S. 127—129) iiber- 
zeugt habe, mége man im Original nachlesen. Die Versuche sind auBerst 
einfach, beruhen auf der Anwendung von Chloroformwasser bei einer 0° 
miglichst angeniherten Temperatur. Sie gelangen nicht ausnahmslos, 
aber immerhin 5mal — 3mal mit frischer Hefe, 2mal mit getrockneter — 
unter 16 Versuchen, wobei 7a, b, c,d als 4 Versuche gerechnet sind. 


") S. 104 (1921) 

*) Wir sagen wohl meistens das Hefegummi nach Analogie von 
Gummi arabicum usw. 

%) Diese Zeitschr. Bd. 28, 8. 399 (1899). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 42, S. 1 (1904). 
*®) Diese Zeitschr. Bd. 61, S, 124 (1909). 
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Der meinen Ergebnissen tiber diese Frage entgegengesetzte Versuch 
von Svanberg beweist meines Erachtens nichts anderes, als daB die 
von ihm benutzte Methode zur Trennung eben nicht geeignet ist. Uber- 
haupt scheint mir der Weg, die beiden Kérper in einer sie enthaltenden 
Lésung zu trennen, geringe Aussicht auf Erfolg zu bieten. Ich habe 
ihn, wie am Schlu§ meiner Arbeit mitgeteilt ist, auch beschritten, jedoch 
ohne Erfolg. Diesen Versuchen eine gréBere Ausdehnung zu geben, er- 
schien mir durchaus iiberfltissig, da ich durch meine Versuche die Frage 
fiir entschieden hielt, und noch halten mu, mindestens mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit. Der EKinwand, daB die Nachweisbarkeit der Saccharase 
mdglicherweise viel weitergehend ist, als der des Hefegummis, auch dann, 
wenn man die Liésung auf ein geringes Volumen eindampft, wird sich 
freilich schwer widerlegen lassen. 
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